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Deus é a minha força e o meu cântico, e se tornou a minha salvação” 
Isaías 12:2 
RESUMO
Os compostos fenólicos estão presentes em diversas matrizes vegetais e diversas 
pesquisas já abordaram a caracterização destas matrizes. Contudo, a quantidade de 
compostos fenólicos que de fato é absorvido pelo organismo humano é pouco 
abordado. Sabe-se que devido as condições do trato gastrointestinal, uma grande 
quantidade destes compostos é degradada e por isso, encontrar novos métodos para 
proteção destes compostos para que sejam absorvidos pelo organismo é de 
fundamental importância. Com base nesta problemática, a Saccharomyces cerevisiae
foi apontada na presente pesquisa como um biossorvente de compostos bioativos 
altamente viável. Os principais aspectos da utilização do mesmo como biossorvente, 
os fatores que podem modificar sua estrutura ou condições de biossorção a fim de 
melhorar a eficiência da aplicação, como também as possíveis aplicações desse 
biossorvente foi detalhadamente discutido no Capítulo 1- revisão bibliográfica. No 
Capítulo 2 esta aplicação é de fato explorada, utilizando os compostos fenólicos da 
erva-mate (Ilex paraguariensis), biossorvendo-os na S. cerevisiae recuperada do
processamento da cerveja do tipo Pilsen. Modificação química foi utilizada a fim de 
verificar se haveria melhora na capacidade biossortiva, o que foi confirmado pelos 
testes cinéticos e de isotermas. A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de 
massas verificou a diminuição dos picos dos compostos bioativos que foram 
identificados como ácido cafêico, ácido dicafeoilquínico, kaempferol e rutina. Por meio 
do infravermelho médio foi possível verificar que após a biossorção, os picos 
referentes aos grupamentos orgânicos que fazem parte dos compostos bioativos 
foram maiores, comparado a amostra de levedura controle. Aumento da turgência das 
células também foi verificado pela microscopia eletrônica de varredura (MEV). E, 
finalmente, o aumento da bioacessibilidade foi obtido, sendo quantificado pelo método 
de digestão in vitro. Resultados semelhantes foram obtidos no Capítulo 3 onde foram 
biossorvidos os compostos fenólicos dos extratos dos chás branco e verde, 
provenientes da matriz vegetal Camellia sinensis. Mais de 50% dos compostos 
fenólicos foram biossorvidos pelas células de levedura, o que foi confirmado pelas 
técnicas utilizadas nesta pesquisa. Isso demonstra que a biossorção das três matrizes 
vegetais utilizadas foram viáveis e que por meio da análise de digestão in vitro que 
demonstrou o aumento da bioacessibilidade, esta aplicação demonstrou ser de 
grande importância para o meio científico. Esta aplicação ainda necessita de outros 
métodos de avaliação, como estudos in vivo e testes em escala piloto e no caso da 
aplicação em produtos alimentícios, verificação de aceitação do público. Contudo, 
esta aplicação também é de grande importância na área da saúde, uma vez que é 
proposto um novo sistema de aumento da bioacessibilidade de compostos bioativos 
no organismo humano.
Palavras-chave: Saccharomyces cerevisie. Ilex paraguariensis. Camellia sinensis. 
Biossorção. Compostos fenólicos. Bioacessibilidade.
 ABSTRACT 
Phenolic compounds are found in several vegetable matrices and different researches 
have already focused on characterization of these matrices. However, the quantity of 
phenolic compounds which is really absorbed by the human body is few studied. It is 
known that due the gastrointestinal tract conditions, a great quantity of these 
compounds is degraded and therefore, to found now methods to protect these 
compounds to promote their higher absorption by organism is of fundamental 
importance. Based on problematic above, the Saccharomyces cerevisiae was 
appointed on present research as highly viable biosorbent of phenolic compounds. The 
main aspects of the use of the yeasts as biosorvent, the facts which may modify their 
structure or conditions of biosorption to improve the efficiency of application, as well 
as the possible application of this biosorvent was detailed discussed on Chapter 1 –
bibliographic review. On Chapter 2 this application was in fact explorated, using 
phenolic compounds from yerba-mate (Ilex paraguariensis), biossorbed on S. 
cerevisiae recovered from beer type Pilsen manufacturing. Chemical modification was 
used to verify if there was an improvement in biosorptive capacity, which was 
confirmed by kinetic and isothermal tests. Liquid chromatography coupled to mass 
spectrometry found the decrease of the peaks of the bioactive compounds which were 
identified as caffeic acid, dicapheoilquinic acid, kaempferol and rutin. By medium 
infrared it was possible to verify that after biosorption the peaks referents to organic 
groups which are grouped to other bioactive compounds were higher, compared to 
control yeasts samples. The increasing of the cell turgidity also was verified by 
scanning electron microscopy (SEM). Finally, the increase in bioaccessibility was 
obtained and quantified by the in vitro digestion method. Similar results were obtained 
in Chapter 3 where the phenolic compounds of the white and green tea extracts
obtained from the Camellia sinensis plant matrices were biosorbed. More than 50% of 
the phenolic compounds were biosorbed by the yeast cells, which was confirmed by 
the techniques used in this research. These results demonstrate that the biosorption 
of the three plant matrices used were viable and that through in vitro digestion analysis 
is possible to increase the bioaccessibility, being this application proved to be of great 
importance for the scientific environment. This application still requires other methods 
of evaluation, such as in vivo studies and pilot scale tests and in the case of application 
in food products, verification of public acceptance. However, this application has also 
of great importance in the health area, since a new system of increasing the 
bioaccessibility of bioactive compounds in the human organism is proposed.
Keywords: Saccharomyces cerevisiae. Ilex paraguariensis. Camellia sinensis.
Biosorption. Phenolic compounds. Bioaccessibility.
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Por muito tempo pesquisas se restringiam a caracterizar a diversidade de 
fontes naturais de compostos bioativos e demonstrar o potencial antioxidante dos 
mesmos. Contudo, poucos estudos demonstraram o que acontecia com a 
biodisponibilidade destes compostos após serem digeridos.  
Sabe-se que a digestão gastrointestinal faz com que um alimento ingerido 
passe por condições extremas de pHs e ações de enzimas digestivas o qual faz com 
que grande parte dos compostos sejam degradados/perdidos ao longo deste 
processo. Visto isso, nos últimos anos tem-se buscado alternativas para que estes 
compostos sejam protegidos por uma matriz secundária que realiza a proteção dos 
mesmos ao longo do trato gastrointestinal para que possam chegar ao final do 
processo digestivo em maior proporção do que estariam disponíveis se consumidos 
diretamente, ou seja, estas matrizes secundárias fazem com que a bioacessibilidade 
dos compostos seja maior. 
Esta problemática instigou a procura de uma matriz secundária que fosse de 
baixo custo, alta disponibilidade, boa aceitação do público e que atingisse o objetivo 
de biossorver compostos bioativos protegendo-os da ação do organismo humano 
aumentando a bioacessibilidade. Estas características foram encontradas na 
Saccharomyces cerevisiae recuperada do processo fermentativo da produção de 
cervejas. 
Com a matriz biológica definida, foram escolhidas fontes abundantes de 
compostos bioativos para que atuassem como biossorvatos. Com isso optou-se pela 
utilização dos chás branco, verde e erva-mate que são conhecidas fontes de 
compostos bioativos, sobretudo de flavonoides e que possuem diversas propriedades 
benéficas ao organismo humano, no entanto são fontes altamente susceptíveis à 
degradação ao longo do processo de digestão. 
Tendo em vista a importância desta aplicação, subdividiu-se esta tese de 
doutorado em três partes principais: a primeira, CAPÍTULO 1, apresenta uma revisão 
bibliográfica sobre os aspectos mais importantes sobre a biossorção de compostos 
bioativos de uma maneira geral, como entender a viabilidade da utilização da levedura 
S. cerevisiae, o que poderia ser feito para amplificar a eficiência da biossorção e 
bioacessibilidade dos compostos bioativos. Nos CAPÍTULOS 2 e 3 a aplicação é 
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desenvolvida utilizando o extrato de erva-mate (Capítulo 2) e os extratos dos chás 
branco e verde (Capítulo 3) como biossorvatos, explorando os métodos disponíveis 
para que fossem esclarecidos pontos importantes sobre como ocorre o processo de 
biossorção, avaliando os principais compostos envolvidos e ainda demonstrar se a 
aplicação foi efetiva por meio do teste de digestão in vitro, que verificou se a 







Esta pesquisa teve por principal objetivo estudar o processo de biossorção 
dos biocompostos do chá branco, chá verde e da erva-mate na levedura 
Saccharomyces cerevisiae buscando um melhor entendimento da bioacessibilidade 







 Revisar trabalhos desenvolvidos na área de biossorção de compostos bioativos; 
 Verificar a viabilidade da utilização da S. cerevisiae como biossorvente com base 
em trabalhos publicados; 
 Justificar a escolha das matrizes vegetais utilizadas nesta pesquisa; 
 Identificar métodos que promovem a melhora da capacidade biossortiva da S. 
cerevisiae; 
 Levantar trabalhos que avaliaram a bioacessibilidade dos compostos bioativos 
livres e biossorvidos; 
 
 
CAPÍTULOS 2 E 3: 
 Caracterização dos compostos bioativos da erva mate e dos chás branco e verde 
por meio de métodos espectrofotométricos; 
 Efetuar diferentes tratamentos químicos na levedura e extrato, a fim de verificar o 
efeito dos mesmos na potencialidade de biossorção; 
 Realizar a cinética de biossorção do extrato, utilizando a Saccharomyces cerevisiae 
como material biossorvente; 
 Aplicar diferentes modelos de isotermas, com a finalidade de verificar qual se aplica 
melhor ao sistema desenvolvido; 
20 
 
 Utilizar o método de cromatografia líquida acoplado a espectrometria de massas 
para comprovar a eficiência da aplicação e verificar os compostos bioativos 
envolvidos; 
 Caracterizar as leveduras antes e após a biossorção, utilizando os métodos: 
espectroscopia de infravermelho médio com refletância total atenuada (MIR-ATR) 
e microscopia eletrônica de varredura com espectroscopia de energia dispersiva 
(MEV-EDS); 



























A utilização da levedura Saccharomyces cerevisiae como material 
biossorvente tem se mostrado versátil em aplicações inovadoras como a biossorção 
de compostos bioativos de extratos vegetais. Esta aplicação possui o intuito de 
aumentar a bioacessibilidade dos compostos bioativos, fazendo com que os mesmos 
sejam absorvidos pelo organismo em maior proporção do que seriam absorvidos se 
ingeridos diretamente. Nesta revisão foram abordados trabalhos já existentes sobre 
adsorção utilizando a biomassa de S. cerevisiae, destacando o uso da mesma para 
biossorção de compostos bioativos, bem como, fatores que promovem a melhora da 
capacidade biossortiva, da bioacessibilidade, principais aplicações existentes e 








O estudo dos compostos bioativos, sobretudo dos compostos fenólicos, 
ganhou destaque nas últimas décadas devido aos inúmeros benefícios possíveis à 
saúde que já foram descobertos, como estarem relacionados à menor incidência de 
doenças inflamatórias metabólicas, doenças cardiovasculares  (HASHEMZAEI et al., 
2017; SCOLARO et al., 2016) e cânceres (SARKAR et al., 2017; YEN et al., 2018). 
Evidências científicas demonstram que estes efeitos ocorrem por meio da 
redução/modulação do stress oxidativo no organismo ocasionado pela alta 
capacidade antioxidante dos compostos fenólicos, os quais são metabólitos 
secundários amplamente encontrados na natureza, representados principalmente 
pelos flavonoides e ácidos fenólicos. No entanto, estes benefícios só são alcançados 
quando há um consumo regular de alimentos ricos em compostos bioativos, 
dependendo ainda da biodisponibilidade dos mesmos (BARANGI; HAYES; KARIMI, 
2017; HAMINIUK et al., 2012; YOUSEFIAN et al., 2019). 
As matrizes vegetais contêm níveis significativos de compostos fenólicos que 
conferem benefícios à saúde além da nutrição básica (BENSALEM et al., 2018; KAUR; 
KAPOOR, 2001; SARKAR et al., 2017). A quantidade desses compostos nas matrizes 
vegetais pode ser influenciada por diferentes fatores: grau de maturação, variedade, 
clima, composição do solo, localização geográfica, condições de armazenamento, 
entre outros (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). Inúmeros compostos fenólicos 
conhecidos exibem uma grande variedade molecular e podem ser categorizados 
conforme o número de átomos de carbono e estrutura, como os ácidos fenólicos, 
estilbenos, flavonoides, lignanas e taninos (HARBORNE; SIMMONDS 1964; 
VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).   
Durante o processo de digestão no trato-gastrointestinal, os compostos 
bioativos podem ser transformados em outros compostos que irão apresentar 
atividades biológicas diferentes. O potencial antioxidante de cada composto depende 
da sua bioacessibilidade, sendo esta definida como a quantidade de um composto 
ingerido que é liberado a partir da matriz alimentícia, estando disponível para absorção 
pela mucosa intestinal após a transformação digestiva. No entanto, muitos fatores 
controlam a bioacessibilidade dos compostos bioativos, incluindo a concentração 
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inicial e composição da matriz alimentícia, a solubilidade, a estabilidade, a 
permeabilidade e as interconversões metabólicas (TENORE et al., 2015).  
Diferentes abordagens têm sido relatadas na literatura para aumentar a 
bioacessibilidade de biocompostos de matrizes vegetais, tais como a formulação de 
chás com leite bovino, de soja e de arroz ou a mistura de chás com sucos de frutas 
(GREEN et al., 2007; PETERS et al., 2010). Portanto, é fundamental o 
desenvolvimento de novas e efetivas tecnologias para a proteção dos compostos 
bioativos durante a digestão gastrointestinal com o objetivo de aumentar e preservar 
as propriedades antioxidantes, fazendo com que estes sejam absorvidos em maior 
quantidade pelo organismo. 
Neste contexto, a biossorção surge como uma alternativa atraente para a 
proteção dos compostos bioativos frente ao processo de digestão humana. A 
biossorção é definida como processo físico-químico em que uma substância é atraída 
por outra, onde o prefixo “bio” indica a interação do sorbato com uma matriz biológica. 
O processo pode ser executado por biomassa morta, por fragmentos de células e 
tecidos ou por células vivas em processo metabolicamente independente (FOMINA; 
GADD, 2014), incluindo bactérias, fungos, leveduras e algas, os quais são capazes 
de captar sorbatos de maneira rápida e eficiente até mesmo de soluções com baixas 
concentrações de soluto (WANG; CHEN, 2006).  
Entre as diversas matrizes biológicas utilizadas em estudos de biossorção, a 
levedura Saccharomyces cerevisiae destaca-se por ser uma matriz economicamente 
viável. A mesma pode ser adquirida como um subproduto de processos industriais, 
em sua maioria da fabricação de cerveja e vinho e por isso possuir um fornecimento 
contínuo e de baixo custo, além de possuir em sua composição uma quantidade 
relevante de nutrientes e alto valor protéico.  
A parede celular da levedura em si, possui diversos componentes que são 
propícios para ligação dos compostos a serem removidos. Há muitos anos a S. 
cerevisiae vem sendo estudada como biossorvente de compostos orgânicos como 
corantes (GHAEDI et al., 2013; EL-GENDY et al., 2015; MAHMOUD, 2016), pesticidas 
e herbicidas (VOERMAN; TAMMES 1969; MAC RAE, 1985; TUNÇELI; BAĞ; 
TÜRKER, 2001), bem como de compostos inorgânicos como metais (AVERY; TOBIN, 
1992; BRADY; STOLL; SCHOTT; GARDNER, 1997; KARAMUSHKA; GADD, 1999; 
KEDARI et al., 2001; LIU et al., 2003; XIE et al., 2003a; XIE et al., 2003b; WANG; 
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CHEN, 2006, GHORBANI et al., 2008; HADIANI et al., 2018; ZHENG et al., 2018), 
sendo estas as aplicações mais utilizadas para este tipo de matriz. 
No entanto, recentemente surgiu uma nova aplicação da S. cerevisiae como 
biossorvente de compostos bioativos de plantas, vinhos e resíduos industriais 
(MORATA et al., 2003; JILANI et al., 2015; JILANI et al., 2016; STAFUSSA, et al., 
2016; RUBIO et al., 2018), cujo estudos tem demonstrado que essa prática é 
promissora na recuperação de compostos bioativos de plantas. 
Todos estes fatores fazem com que a levedura seja uma alternativa que 
merece maior investigação na área de biossorção, visto que atualmente poucos 
estudos são voltados para recuperação de compostos bioativos em matrizes 
biológicas. 
Dentro desse contexto, nota-se uma demanda por estudos que apliquem os 
conhecimentos dessa nova aplicação, a investigação de melhores condições de 
extração de compostos bioativos e do envolvimento entre sorbato e biossorvente, a 
avaliação da biossorção em biomassas modificadas e até a aplicação do complexo 
sorbato-biossorvente em formulações alimentícias. 
Nesta revisão apresenta-se uma visão geral crítica do uso de Saccharomyces 
cerevisiae como biossorvente sobretudo de compostos bioativos, o que vem se 
mostrando uma aplicação inovadora. O presente estudo descreve ainda os principais 
aspectos sobre biossorção, os fatores que contribuem para aumento da capacidade 
biossortiva de um material biológico, bem como a importância da bioacessibilidade de 
compostos fenólicos em um organismo, demonstrando também as perspectivas 
futuras no uso de S. cerevisiae enriquecida com compostos bioativos.  
 
 
1.2 S. cerevisiae COMO BIOSSORVENTE: HISTÓRICO DE PUBLICAÇÕES E 
VIABILIDADE DA APLICAÇÃO 
 
 
Várias pesquisas têm investigado extensivamente a biossorção usando 
levedura S. cerevisiae, de diferentes formas e origens, como por exemplo, célula viva 
ou morta, célula imobilizada ou livre, matéria prima ou célula pré-tratada por processo 
físico-químico, cultura de laboratório ou de resíduos industriais (WANG; CHEN, 2006). 
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A S. cerevisiae foi considerada um dos biossorventes mais promissores 
pesquisados nas últimas décadas na biossorção de metais, entre eles os metais 
tóxicos (Pb, Cu, Cd, Hg, Ni Vr, As) (BRADY; STOLL; DUNCAN, 1994; SCHOTT; 
GARDNER, 1997; WANG; CHEN, 2006, GHORBANI et al., 2008; HADIANI et al., 
2018; ZHENG et al., 2018), metais preciosos (Pd, Pt, Au, Ag) (KARAMUSHKA; GADD, 
1999; LIU et al., 2003; XIE et al., 2003a; XIE et al., 2003b; WANG; CHEN, 2006) e 
radionuclídeos (U, Pu, Am, Ce; Cs, Sr, Se, Sb) (AVERY; TOBIN, 1992; KEDARI et al., 
2001; WANG; CHEN, 2006) de soluções aquosas.  
Ao mesmo tempo, foi vista como alternativa para remoção de pesticidas e 
herbicidas, os quais a contaminação da água e do solo tornou-se um problema global 
de poluição ambiental. O uso da S. cerevisiae na biossorção de organoclorados 
residuais de pesticidas e herbicidas, como por exemplo o lindano 
(hexaclorociclohexano) (VOERMAN; TAMMES 1969; MAC RAE, 1985), o ácido 
diclorofenoxiacético e o ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético (MAC RAE, 1985), carbaryl 
(1-naftil metilcromato), clorpirifós (O,O-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato), 
linuron (3-(3,4-Diclorofenil)-1,1-Dimetiluréia) e tiuram (dimetilditiocarbamato) 
(TUNÇELI; BAĞ; TÜRKER, 2001) de águas residuais demonstrou-se efetiva no 
decorrer dos estudos. 
Ainda com o objetivo de diminuir o impacto ambiental a S. cerevisiae abrangeu 
sua biossorção, ao longo dos anos, como uma alternativa de remoção dos corantes 
como verde brilhante e azul de metileno (GHAEDI et al., 2013), azul básico (EL-
GENDY et al., 2015), azocorantes e azul de remazol (MAHMOUD, 2016) de efluentes.  
Em contrapartida, a efetividade na remoção dos compostos indesejáveis 
propiciou o interesse de estudos que significassem benéficos a saúde humana através 
da biossorção de compostos fenólicos tais como as antocianinas, (MORATA et al., 
2003; STAFUSSA et al., 2016), 4-Etilguaiacol e  4-Etilfenol (CHASSAGNE et. al., 
2005; NIETO-ROJO; ANCÍN-AZPILICUETA; GARRIDO, 2014) e polifenóis (JILANI et 
al., 2015; JILANI et al., 2016; RUBIO et al., 2018) de matrizes como de plantas, vinhos 
e resíduos industriais.  
A Tabela 1.1 apresenta recentes e variadas aplicações da S. cerevisiae como 
biossorvente. Esta aplicação tem sido apontada como uma boa opção devido à fácil 
adaptação para alta escala e baixo custo, e além disso a célula possui alta capacidade 
de retenção seletiva através da formação de sítios ativos associados a parede celular 
do microrganismo (SUMATHI; MANJU, 2000). 
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A S. cerevisiae representa o segundo maior resíduo gerado nas indústrias 
cervejeiras, ficando atrás apenas dos resíduos sólidos gerados a partir do 
aproveitamento do conteúdo dos grãos de malte, constituídos de restos de casca e 
polpa dos grãos, misturados, em suspensão ou dissolvidos no mosto. Durante o 
processo de fermentação as leveduras se reproduzem, apresentando ao final do 
processo uma maior quantidade do que se utilizará para as próximas bateladas. Parte 
desta levedura é utilizada no preparo de nova batelada, e a parte não utilizada, pode 
ser vendida para a indústria alimentícia, a qual é muito utilizada na produção de 
concentrados proteicos, devido ao alto teor de proteínas em suas células, cerca de 45 
a 60 %, ou para fabricação de ração animal (SANTOS; RIBEIRO, 2005). A capacidade 
de biossorção desse organismo é conferida pelos componentes celulares 
(BREIEROVÁ et al., 2002) e, segundo Brady e Duncan (1994), pela parede celular, o 
que confere um sítio adicional em relação a outros organismos desprovidos de parede 
celular. 
Portanto, a levedura S. cerevisiae além de possuir uma composição 
nutricional atrativa, quando aplicada na biossorção de compostos, pode promover o 
aumento da bioacessibilidade destas moléculas e atuar como um sistema de entrega 
dos compostos bioativos no sistema gastrointestinal. Sendo assim, a levedura 
biossorvida de compostos, como por exemplo, os compostos bioativos (flavonoides, 
antocianinas, resveratrol, etc) pode ser utilizada como um dos ingredientes de uma 
formulação alimentícia com o objetivo de aumentar a funcionalidade do produto 
desejado, além de promover um aumento da bioacessibilidade dos bioativos após a 
digestão. 
Apesar de pesquisas recentes conferirem especial atenção na biossorção 
como alternativa para o enriquecimento do biossorvente (JELÍNEK et al., 2015; 
STAFUSSA et al., 2016) e como meio efetivo de aumentar a bioacessibilidade de 
compostos bioativos (JILANI et al., 2015; JILANI et al., 2016), ainda há uma grande 
demanda de estudos que relacionem a biossorção com a área alimentícia, isso em 
razão de que o estudo da biossorção de compostos bioativos na levedura é complexo, 



























































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Diversas etapas devem ser desenvolvidas para realizar um estudo como este, 
dispondo-se de técnicas analíticas avançadas para provar não apenas que a 
biossorção ocorre, mas também para compreender os desdobramentos ao longo do 
processo, desde a cinética de biossorção até a absorção dos compostos no 
organismo. A Figura 1.1 demonstra uma sequência de etapas no qual este estudo 
pode ser desenvolvido, citando métodos e técnicas que podem ser utilizadas. Até 
onde se sabe, nenhum estudo contemplou todas estas etapas, no entanto, o que é 
sugerido nesta sequência engloba diversas características essenciais para que o 
estudo se torne válido. 
 
 
FIGURA 1.1. SEQUÊNCIA DE ANÁLISES QUE PERMITEM UM ESTUDO COMPLETO DE 
BIOSSORÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS 
 




Em um primeiro estágio, a levedura deve ser tratada, principalmente se for 
proveniente de resíduo industrial, a fim de remover resíduos que possam interferir na 
análise. Vários métodos podem ser utilizados para a secagem da levedura, sendo o 
método de liofilização um dos que deixa a estrutura das células mais intacta. 
A caracterização dos extratos vegetais deve ser realizada a fim de verificar as 
diferenças na composição após a biossorção, quando essas análises são repetidas. 
Estas análises são realizadas seguindo os estudos cinéticos e de isotermas, a fim de 
encontrar as melhores condições do processo de biossorção, ou seja, o melhor tempo 
e temperatura de biossorção necessária para obter a maior concentração de 
compostos bioativos biossorvidos. 
A partir do estudo das isotermas é possível realizar diversas análises para 
verificar diferenças na estrutura e composição da levedura, como microscopia 
eletrônica de varredura, espectroscopia de infravermelho, entre outras, além de poder 
verificar a estabilidade térmica das leveduras por meio de testes como análise 
termogravimétrica e calorimetria exploratória diferencial. 
Finalmente, testes de digestão gastrointestinal in vitro ou in vivo fornecem 
informações sobre o objetivo principal desta aplicação, que é verificar a 
bioacessibilidade de compostos bioativos após a biossorção. Com esta análise é 
possível concluir se estes compostos estavam protegidos pelas células das leveduras, 




1.3 Saccharomyces cerevisiae: COMPOSIÇÃO DA PAREDE CELULAR 
 
 
A levedura Saccharomyces cerevisiae destaca-se por ser um fungo bem 
conhecido, principalmente por sua relevância econômica nos setores sucroalcooleiro, 
cervejeiro e de panificação (SCHNEITER, 2004; BAKER; GONÇALVES, 2012). São 
uma boa fonte de proteínas, vitaminas do complexo B, ácidos nucléicos e minerais, 
incluindo uma forma biologicamente ativa de cromo, conhecido como fator de 
tolerância a glicose (FERREIRA et al., 2010; HOSEINIFAR; MIRVAGHEFI; 
MERRIFIELD, 2011). Esses concentrados podem ser encontrados na forma de pós, 
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flocos ou comprimidos, que podem ser misturados com alimentos sólidos ou líquidos 
(FERREIRA et al., 2010). 
O conhecimento sobre a estrutura da S. cerevisiae é fundamental para que 
seja possível compreender como ocorre o processo de biossorção neste tipo de 
célula, pois uma das partes essenciais da mesma, a parede celular e sua composição, 
é o que torna possível a adsorção dos compostos (BRADY; DUNCAN, 1994).  
S. cerevisiae é um fungo unicelular que se reproduz por brotamento a partir 
de uma célula pré-existente. Esta apresenta os principais componentes de uma típica 
célula eucariótica, dentre eles, núcleo compartimentando, sistema de 
endomembranas, mitocôndrias, membrana citoplasmática e parede celular. Ao 
contrário do que muitos pensam a parede celular não é uma estrutura exclusiva das 
plantas, ela também está presente em algumas bactérias, protozoários e nos fungos, 
se diferenciando nestes organismos quanto a sua composição (SILVA; COELHO, 
2006). A parede celular dos fungos é composta por um material fibroso que é 
depositado em camadas concêntricas, tornando-a uma estrutura relativamente rígida, 
porém dinâmica. Esta confere à célula proteção, determina seu formato, fornece 
suporte osmótico, além de participar de vários processos importantes como, 
reprodução, sinalização celular e adesão (FAKUDA et al., 2009).  
A constituição da parede celular depende do tipo de fungo, e nas leveduras, 
como é o caso de S. cerevisiae, a parede celular é organizada em duas camadas 
compostas por três macromoléculas principais: glucana, um polímero de β-1,3 e β-1,6 
glicose; mananaproteínas, polímero de manose com ligações α-1,2, α-1,3 e α-1,6, que 
estão covalentemente ligadas a peptídeos formando glicopeptídeos; e quitina, um 
polímero de β-1,4 N-acetilglicosamina (FERRACINI-SANTOS; SATO, 2009; BAKER; 
GONÇALVES, 2012).  
A camada mais interna da parede celular é formada em sua grande maioria 
por glucanas, polímeros não cíclicos de anidroglicose unidos por ligações β-1,3 
glicosídicas contendo ramificações β-1,6 (FERRACINI-SANTOS; SATO, 2009). As 
glucanas representam a maior porção da parede celular, cerca de 48 a 60% de sua 
estrutura, e são responsáveis principalmente pela proteção da célula contra choques 
mecânicos e desequilíbrios osmóticos. S. cerevisiae apresenta duas frações de β-1,3 
glucana, uma solúvel e outra insolúvel em álcali, bem como, uma fração de β-1,6 
glucana insolúvel em álcali e solúvel em soluções diluídas de ácido. Há evidências 
que as mananaproteínas estão retidas na parede celular por ligações indiretas com 
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as β-1,3 glucanas e estas, ligadas preferencialmente a cadeias curtas de β-1,6 
glucanas (FLEURI; SATO, 2005).  
Nas leveduras, como é o caso de S. cerevisiae, a quitina, um polímero de N-
acetilglicosamina com ligações β-1,4 representa cerca de 0,6 a 2,7% da parede celular 
e juntamente com as glucanas compõem a camada mais interna dessa estrutura. Na 
maioria dos fungos a quitina representa o maior componente estrutural da parede, e 
ela também pode ser encontrada na carapaça de insetos e crustáceos, sendo, dessa 
forma, considerada o segundo biopolímero mais abundante depois da celulose. Em 
leveduras, a quitina é encontrada predominantemente nos septos primários e em volta 
do círculo de constrição entre a célula mãe e a jovem. Estudos sugerem que a quitina 
conecta-se à  β-1,3 glucana por uma ligação β-1,4 entre um grupo redutor final de N-
acetilglicosamina e um grupo não redutor da glicose da glucana (FLEURI; SATO, 
2005). 
As mananaproteínas constituem cerca 20 a 23% da parede celular e 
representam sua camada mais externa, sendo responsáveis pela porosidade e 
proteção da célula contra fatores externos (BARROSO et al., 2013). Segundo Fleuri e 
Sato (2005) o gênero Saccharomyces apresenta mais de 20 tipos de 
mananaproteínas, que podem ser divididas em três grupos: proteínas unidas por 
pontes dissulfeto ou ligações não covalentes com polissacarídeos estruturais da 
parede; proteínas ligadas covalentemente principalmente às β-glucanas; e proteínas, 
que provavelmente se ligam de forma covalente à parede celular. Essas desenvolvem 
inúmeras funções, sendo as mais importantes: construção, preservação, modificação 
da estrutura e interação célula-célula. 
Para que seja possível ter maior compreensão do que ocorre com a célula 
após biossorção, técnicas como Microscopia Eletrônica de Varredura e de 
Transmissão são utilizadas para avaliar possíveis mudanças na estrutura (CHEN; 
WANG, 2008; QIU et al., 2017), como também é possível avaliar mudanças dos 
elementos básicos na composição por Espectroscopia de Energia Dispersiva (SUN et 
al., 2015) e ainda o envolvimento de grupos funcionais relacionados à célula que pode 
ser realizado por Espectroscopia de Infravermelho Médio (BURRATINI et al., 2008; 
QIU et al., 2017). Rubio et al. (2018) verificaram por meio da análise de MEV, que 
antes da biossorção, a célula de levedura apresentava-se diminuída, desidratada e 
danificada, o que pode ser explicado pela sequência de utilizações da levedura no 
processamento da cerveja, como também do processo de purificação pelos quais 
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passaram para o preparo da matéria prima. O fato da levedura apresentar-se desta 
forma, com rugosidades, é um fato favorável à biossorção, pois pode facilitar o acesso 
e deposição dos compostos adsorvatos sobre a célula.  
 
 




Visto que há uma extensa variedade de matrizes vegetais que possuem 
propriedades de alto valor biológico, como resíduos agroindustriais que são 
desperdiçados ou destinados a outras aplicações que não valorizem seu potencial, ou 
até mesmo produtos que ainda são pouco explorados como as frutas nativas do 
cerrado brasileiro ou frutas exóticas, é de grande importância que pesquisas 
trabalhem em prol de não apenas caracterizar estas matrizes, como também 
encontrar novas utilizações para as mesmas, que lhes concedam um maior valor 
agregado a estes produtos. Destaca-se aqui a biossorção, que por vezes utiliza 
resíduos para um fim mais nobre, de grande potencial econômico e nutricional. 
Nas últimas décadas, estudos têm se dedicado a demonstrar a variedade de 
fontes vegetais que possuem propriedades bioativas. Grande parte destas 
propriedades é representada pela presença de compostos fenólicos na composição 
vegetal, que podem ou não, atuar como antioxidantes. Estes vegetais têm sido 
utilizados na produção de nutracêuticos, alimentos funcionais e aditivos alimentares 
(GIL-CHÁVEZ et al., 2013; HAMINIUK et al., 2012; SOUZA et al., 2015). 
O grupo dos compostos fenólicos abrange diversas moléculas as quais são 
metabólitos secundários produzidos em plantas e fungos e que possuem uma grande 
variedade de estruturas e funções, sendo a principal delas a atividade antioxidante 
(HAMINIUK et al., 2012). 
A diversidade estrutural dos compostos fenólicos deve-se a grande variedade 
de combinações que ocorrem na natureza, podendo ser classificados de acordo com 
o número de átomos de carbono e estrutura, mas também de acordo com sua origem, 
a partir da síntese química e vias naturais de biossíntese (HARBORNE; SIMMONDS, 
1964; VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). São naturalmente compostos orgânicos, 
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muito comum em plantas, e contêm pelo menos um anel benzeno, com um hidrogênio 
substituído por uma hidroxila (ZAGKLIS; PARASKEVA, 2015). 
Fenólicos são responsáveis por funções estruturais e de proteção em plantas, 
contribuem para o sabor, cor, adstringência e amargura de frutas e legumes. Seu 
papel relacionado a questões de saúde humana tem sido reconhecido, promovendo 
um aumento da procura para produção de alimentos "funcionais" ou "nutracêuticos". 
Diversos estudos têm comprovado que muitos compostos fenólicos possuem 
capacidade antioxidante (KHAN; MUKHTAR, 2007; LIU; HUANG, 2014), e justamente 
por isso, aplicações em alimentos têm sido realizadas com intuito de proporcionar ao 
consumidor fontes que possam ser adquiridas facilmente. 
Os efeitos dos antioxidantes estão relacionados com a atuação contra 
espécies reativas envolvidas no envelhecimento e de doenças crônicas, auto-imunes, 
inflamatórias, coronárias e degenerativas (ERLUND, 2004; GERMAN; WALZEM, 
2000; SEIFRIED et al., 2007). Estudos ainda demonstraram que as propriedades 
antioxidantes estão relacionadas à um potencial quimiopreventivo de câncer (BONFILI 
et al., 2008). No entanto, estas propriedades biológicas são alcançadas  através de 
um conjunto de fatores e efeitos de outros compostos e portanto não podem ser 
explicadas exclusivamente por meio da capacidade antioxidante (HALLIWELL, 2009; 
HAVSTEEN, 2002; MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000). 
As indústrias do seguimento de bebidas geram aproximadamente 20-60% de 
subprodutos a partir das frutas, em especial resíduos sólidos como casca/pele, 
sementes, caule e polpa, cujas propriedades bioativas também são significantes. 
Esses subprodutos, como por exemplo, a partir da manga e do pêssego constituem-
se de um alto teor de polifenóis e carotenoides, bem como fibras alimentares 
antioxidantes (AMAYA-CRUZ et al., 2015), assim como os extratos de semente de 
uva, os quais possuem flavonoides (quercetina e miricetina), além de compostos 
fenólicos, especialmente ácidos fenólicos, flavonas, flavan-3-ols, como catequinas, 
epicatequina, antocianinas, pró-antioxidantes, estilbenos, entre outros (KOWALSKA, 
et al., 2017). 
Inúmeros adsorventes foram estudados na adsorção de compostos fenólicos 
como o carvão ativado (MICHAILOF et al., 2008; LANG et al., 2009; RICHARD et al., 
2010), minerais (LI; CHENG, 2009) resinas macroporosas (PAN et al., 2008; BRETAG 
et al., 2009), resíduos agrícolas (cascas de arroz e de banana) (KALDERIS et al., 
2008; SRIHARI; DAS, 2008; ACHAK et al., 2009), polissacarídeos (quitosana, alginato 
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de cálcio) (LANG et al., 2009; NADAVALA et al., 2009) e biossorventes (macroalgas, 
fungos, células bacterianas, leveduras e resíduos industriais como biomassa de 
levedura) (KUMAR et al. 2009; LANG et al., 2009; JILANI et al., 2015; STAFUSSA et 
al., 2016; JILANI et al., 2016; RUBIO et al., 2018). 
A quantidade de compostos fenólicos no resíduo de bagaço de uva da 
produção de vinho instigou Rubio et al. (2018) a utilizarem os mesmos no processo 
de biossorção em S. cerevisiae, oriunda também do resíduo da indústria cervejeira. 
Esta aplicação fez com que não apenas fossem reaproveitados os resíduos industriais 
como também agregá-los valor econômico e nutricional, visto que foi demonstrado 
que a bioacessibilidade dos compostos fenólicos do bagaço foi maior na levedura 
biossorvida. 
O grande potencial da composição fenólica e capacidade antioxidante de 
folhas como o chá verde e preto, fizeram com que Jilani et al. (2015) também 
investissem nos estudos de biossorção em S. cerevisiae, visto que esta aplicação 
promove uma ampliação dos efeitos dos compostos bioativos no organismo humano, 
quando comparado ao consumo direto dos chás. 
Visto a grande diversidade de matrizes de compostos bioativos e também que 
a aplicação destes em estudos de biossorção é altamente promissora, é de interesse 
que novas pesquisas utilizando outras matrizes, além das que já possuem estudos 
sejam realizadas. 
Nesse contexto, a recuperação e purificação, de compostos bioativos ou 
frações de plantas, através da adsorção-dessorção tem promovido grande interesse 
na comunidade cientifica nos últimos anos. Uma vez que, a multifuncionalidade, o 
baixo custo, a compreensibilidade, a alta eficiência e a facilidade de aprimoramento 
dos processos de adsorção os tornam uma perspectiva interessante para a remoção 
ou recuperação seletiva de compostos fenólicos (SOTO et al., 2011).    
 
 
1.4.1 FONTES VEGETAIS UTILIZADAS NESTA PESQUISA 
 
 
As fontes vegetais escolhidas que foram utilizadas nesta pesquisa são o chá 
branco, chá verde e erva-mate. Esta escolha foi baseada em pesquisas de fontes que 
continham quantidade relevante de compostos fenólicos e potencial antioxidante. 
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Diversos autores têm destinado pesquisas sobre estas fontes nos últimos anos, 
conforme demonstrado na Tabela 1.2. 
Folhas utilizadas para infusões e outras bebidas têm recebido maior atenção 
nos últimos anos, devido estudos comprovarem seu potencial bioativo e conteúdo de 
ingredientes funcionais (FARZANEH; CARVALHO, 2015). Exemplos dessas folhas, 
são as utilizadas para produção do chá branco e erva-mate. 
O chá branco é produzido a partir da planta Camellia sinensis, utilizando as 
folhas novas e brotos, parte mais nobre da planta, que são colhidos antes das flores 
se abrirem. Esta mesma planta é utilizada para produção do chá verde e chá preto, 
no entanto, a diferença entre os chás, além da fase de colheita, é que a produção do 
chá branco não envolve fermentação, as plantas passam por vaporização parcial e 
secagem ao ar e luz natural. Já no chá verde, as plantas são mais velhas, passam por 
estágio de fermentação parcial, as folhas são vaporizadas e secas. E no chá preto, as 
folhas estão ainda mais velhas e passar por maior estágio de fermentação, seguido 
de drenagem interna sem rotação, rotação, fermentação e secagem fina (ALCAZAR 
et al., 2007). 
As folhas da Camellia sinensis são ricas em polifenóis, flavonóides, tais como 
flavonóides (catequinas, procianidinas), flavonóis (rutina, quercetina, kaempferol) e 
ácidos fenólicos (gálico, cafêico). As principais catequinas no chá são: (+)-catequina 
(C), (–)- epicatequina (EC), (–)-galocatequina (GC), (–)-epicatequina galato (ECG), (–
)-epigalocatequina (EGC), e (–)-epigalocatequina galato (EGCG) (SONG et al., 2011). 
No entanto, o principal antioxidante em folhas de chá é considerado como EGCG, um 
composto catequina com oito grupos hidroxila livres (OH), que são determinantes para 
a sua elevada atividade antioxidante (GRAMZA; KORCZAK, 2005).  
As condições de cultivo e processamento de cada chá, faz com que diferentes 
composições químicas e características sensoriais sejam atribuídas. No caso do chá 
branco, o fato de ser usado folhas novas, e nenhuma fermentação, faz com que boa 
parte das propriedades bioativas permaneçam, mesmo após processamento (RUSAK 
et al., 2008). Por isso, estudos têm demonstrado que o chá branco possui maior 
conteúdo de compostos fenólicos (SANTANA-RIOS et al., 2001). Estes compostos 
estão relacionados a atividades biológicas como antioxidantes, antivirais, 
anticancerígenas, antibacterianas, antifúngicas, entre outros benefícios (YANG et al., 































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   
   
   
   
   
   
   
   





















































































































































































































































































































































































































































































A erva-mate (Ilex paraguariensis), é uma planta nativa da América do Sul, 
produzida e consumida principalmente na Argentina, Paraguai e Brasil. Entre as 
principais formas de consumo, estão as popularmente conhecidas como “chimarrão” 
(folhas secas preparadas com água quente), “tererê” (folhas secas preparadas com 
água fria) e chá mate (folhas tostadas preparadas com água quente ou utilizadas para 
produção de refrigerantes). 
Durante o processamento da erva, os galhos e folhas passam inicialmente por 
um severo tratamento térmico, chamado sapecagem, seguido por uma etapa de 
secagem, onde a matéria-prima entra em contato direto com ar e gases de combustão, 
provenientes da queima de madeira ou serragem (HECK; MEJIA, 2007). 
Mesmo após processamento, propriedades benéficas são mantidas no 
material, e estudos recentes, in vivo e in vitro, têm evidenciado qualidades 
terapêuticas como hepatoprotetor (TAMURA et al., 2013), neuroprotetor (BRANCO et 
al., 2013), hipocolesterolêmicos (BRAVO et al., 2014, MORAIS et al., 2009), diurético 
e anti-reumático (ISOLABELLA et al., 2010), anti-obesidade (LIMA et al., 2014) e 
antimicrobiana (BURRIS; HIGGINBOTHAM; STEWART, 2015; MARTIN et al., 2013). 
Além disso, o principal foco dos benefícios da erva-mate, estão relacionados a efeitos 
antioxidantes (BLUM-SILVA et al., 2015; BOAVENTURA et al., 2015; MEJÍA et al., 
2010; PERES et al., 2013) e anti-inflamatório (ARÇARI et al., 2011; LANZETTI et al., 
2012; TSAI et al., 2010).  
O grupo dos compostos fenólicos abrange diversas moléculas as quais são 
metabólitos secundários produzidos em plantas e fungos e que possuem uma grande 
variedade de estruturas e funções, sendo a principal delas a atividade antioxidante 
(HAMINIUK et al., 2012). A Tabela 1.3 apresenta alguns dos principais compostos 
bioativos encontrados nos chás que foram extraídos e utilizados no processo de 









TABELA 1.3. PRINCIPAIS COMPOSTOS FENÓLICOS DO CHÁ BRANCO, CHÁ VERDE E ERVA-
MATE                                                                                                                   
 Chá branco Chá verde Erva-mate 
CFT (mg EAG g-1) 97,00a - 106,95b 20,90e – 242,00f 23,07h - 298,00i 
FT (mg EC g-1) 26,98b 150,00f 18,80i 
Compostos fenólicos isolados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiência (mg g-1) 
Ácido cafêico - - 21,49j 
Ácido clorogênico - 0,79e 9,72k - 43,1l 
Ácido cripto-clorogênico - - 36,1l 
Ácido 3.5-dicafeoilquínico - - 7,32k 
Ácido 3.4-dihidroxibenzóico - - 0,65k 
Ácido gálico 2,33c 4,30f - 4,97e 0,88k - 6,01j 
Ácido neo-clorogênico - - 58,70l 
Ácido p-cumárico - - 0,62k 
Kaempferol - - 4,15j 
Cafeína 27,17c 15,15g – 20,50e 8,11j - 28,40l 
Catequina 2,05c - 78,86d 0,01 g 2,17j 
Catequina galato 15,05d 1,80e - 
Epicatequina 5,11c - 18,36b 2,77 g – 5,48e 3,95j 
Epicatequina galato 8,12c - 29,35d 0,47e - 4,22 g  - 
Epigalocatequina 9,29c - 15,08d 6,00e - 9,68 g  - 
Epigalocatequina galato 23,73c - 106,26d 11,04e - 21,88 g - 
Galocatequina 2,54c - 9,06d 1,23 g – 7,05s - 
Galocatequina galato 3,71c 1,06 g – 17,34e - 
Luteolina - - 11,83j 
Quercetina - 0,67f 8,27j 
Quercetrina - - 18,96j 
Rutina - 0,67e 11,72j - 23,30l 
Teobromina 0,52c - 4,06j - 13,10l 
CFT – Compostos fenólicos totais, FT – Flavonóides totais. aGondoin et al. (2010); bZielinski et al. 
(2016); cYi et al. (2015); dTenore et al. (2015); eBae et al. (2015)(Boaventura et al., 2015); f Rodrigues 
et al. (2016); gGramza-Michałowska et al. (2016); hFrizon et al. (2015); iSouza et al.. (2015); jFernandes 








1.5 FATORES QUE PROMOVEM OU MELHORAM A BIOSSORÇÃO 
 
 
A biossorção constitui-se da concentração de um sorvente na matriz de 
origem biológica. É um processo bastante semelhante a adsorção convencional, onde 
a matriz biológica pode ou não ser dessorvida, e assim como a adsorção 
convencional, diferentes condições experimentais e modificações no biossorvente 
podem ser realizadas para melhorar a capacidade biossortiva, no entanto, poucos 
estudos avaliaram estas modificações na S. cerevisiae com intuito de biossorver 
compostos bioativos (CHOJNACKA, 2010). O mecanismo de biossorção realiza-se a 
princípio na superfície da biomassa, logo sua modificação pode alterar 
consideravelmente sua capacidade de biossorção e sua função (PARK; YUN; PARK, 
2010). 
Deve ser levado em conta que a acessibilidade dos compostos bioativos pode 
ser influenciada por diversos fatores, tais como: o tipo de composto bioativo de 
interesse, a composição e estrutura da matriz alimentar, o tipo de processamento e a 
existência de constituintes que induzem a eficiência da absorção, etc (VAN 
BUGGENHOUT et al., 2010).  
Stafussa et al. (2016) avaliaram a biossorção de antocianinas, otimizando 
primeiramente a extração das antocianinas a partir do bagaço de uva de diferentes 
variedades, por meio de variações na temperatura, razão solido-líquido e 
concentração de solventes (água e etanol). Desta forma, a melhor extração 
encontrada foi para as seguintes condições: temperatura de 40ºC, com razão sólido-
líquido de 1:13 e 40% de etanol, cuja extração de antocianinas foi de 181,52 mg L-1 
para Bordo; 146,95 mg L-1 para Tannat; 47,26 mg L-1 para Merlot e 46,59 mg L-1 para 
Cabernet Sauvignon.  E a partir da extração otimizada que se empregou na 
biossorção, foram obtidos melhores resultados em relação a quantidade biossorvida 
de antocianinas. 
O comportamento comum da biossorção também depende do tipo e da forma 
química do sorbato, bem como de outros fatores físico-químicos como: pH da solução, 
força iônica da solução, concentração inicial de soluto, temperatura, aumento da 
velocidade de agitação, natureza do biossorvente e sua disponibilidade, dosagem e 
tamanho do biossorvente (FOMINA; GADD; 2014; PARK; YUN; PARK, 2010). 
43 
 
A maioria dos estudos que explicam os fatores pelos quais ocorre maior ou 
menor capacidade de biossorção estão relacionados a pesquisas de remoção de 
metais de efluentes (HADIANI et al., 2018; ZHENG et al., 2018). O pH e a 
concentração inicial do soluto são parâmetros importantes que podem influenciar na 
capacidade biossortiva, alterando a forma e os locais de ligação na biomassa 
(DRUSCH; KOPKA; KAEDING, 2007).  
 Lu et al. (2006) explicam que em soluções de pH mais elevado, a 
disponibilidade de locais de ligação de metal na célula pode ser aumentada, facilitando 
a conexão de íons metálicos. Outra teoria seria de que em pH moderado, ácido e 
básico, há uma carga negativa na parede celular do microrganismo que pode alterar 
o estado iônico dos ligantes como grupos fosfato, carboxila e amina, afim de promover 
reação com cátions de metal.  
Entre as diversas modificações que podem ser realizadas na S. cerevisiae 
para que haja melhora na capacidade de biossorção, destaca-se na Figura 1.2 as 
principais técnicas utilizadas, de acordo com estudos recentes, sendo divididas entre 
modificações físicas e químicas, que são técnicas mais conhecidas e utilizadas, e 
imobilização e magnetização, que são técnicas mais avançadas e que vem sendo 
mais exploradas nos últimos anos. 
Geralmente, as técnicas de modificação física são simples e baratas, no 
entanto são menos eficazes que a modificação química (VIJAYARAGHAVAN; YUN, 
2008). Entre as modificações físicas tem-se a autoclavagem, vapor, secagem térmica, 
liofilização, corte, moagem e radiação (PARK YUN; PARK, 2010).  Já as modificações 
químicas empregadas como pré-tratamento dos biossorvente consistem no uso de 
ácidos (HCl, H2SO4, H3PO4, HNO3 e C6H8O7), bases (NaOH, Ca(OH)2, Al(OH)3, KOH 
e NH4OH), solventes orgânicos (metanol, etanol, acetona, tolueno, formaldeído e 
ácido salicílico), entre outros químicos os quais podem aumentar a quantidade do 
biossorvido (NADEEM et al., 2008; PARK; YUN; PARK, 2010). Em resumo, essas 
técnicas se baseiam na exposição e/ou modificação dos grupos funcionais dos 
biossorventes (VIJAYARAGHAVAN; YUN, 2008). 
Por outro lado, a imobilização microbiana, cujos polímeros naturais mais 
utilizados são alginato e carragena (MORENO-GARRIDO, 2008), também pode 
melhorar a capacidade de biossorção com S. cerevisiae, uma vez que as células de 
levedura livres podem ser inconvenientes para algumas aplicações, devido a sua 
limitação na separação líquido/sólido (YIN et al., 2017). Tal qual, pode promover 
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vantagens como resistência mecânica, tamanho ideal, rigidez, características porosas 
ao biomaterial, a alta produção de biomassa e possibilidade de sua recuperação do 
processo, além da alta resistência a compostos tóxicos e viabilidade para 
imobilizações múltiplas de microrganismos (BISHNOI; KUMAR; BISHNOI, 2007; 
AHMAD; BHAT; BUANG, 2018).  
 
FIGURA 1.2. PRINCIPAIS MODIFICAÇÕES NA BIOMASSA DE S. cerevisiae QUE MELHORAM A 
CAPACIDADE DE BIOSSORÇÃO 
 
FONTE: Adaptado de [1] Rubio et al. (2018); [2] Nadeem et al. (2008); [3] Park; Yun; Park (2010); [4] 
Chen; Wang (2016); [5] Stafussa et al. (2016); [6] Dai et al. (2014); [7] Qiu et al. (2017); [8] Zhu et al. 
(2018); [9] Yin et al. (2017). 
 
A técnica de magnetização de biossorventes de origens renováveis, como a 
celulose, alginato, quitosana, sabugo de milho e do polissacarídeo de goma-pêssego, 
tem sido amplamente empregada por sua alta seletividade e efetividade na remoção 
de compostos de interesse (LI et al., 2018). Um exemplo disso, é a utilização da 
quitosana magnética para a imobilização de S. cerevisiae para a remoção de íons 
estrôncio em solução aquosa, cuja técnica possui a vantagem de tornar os 
biossorventes fáceis de separar sob o campo magnético, promovendo sua 
regeneração e reutilização, bem como o aumento da resistência mecânica dos 
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biossorventes pela adição de partículas magnéticas de Fe3O4 (YIN et al., 2017), a qual 
possui alta capacidade de adsorção de metais pesados e poluentes orgânicos e  fácil 
separação da solução aquosa (XIONG et al., 2014).  
Um outro método para melhoramento da biossorção foi apresentado por Dai 
et al. (2014) e Qiu et al. (2017), que irradiaram a célula de S. cerevisiae com o intuito 
de aumentar a capacidade de biossorção de Estrôncio (Sr). Ambas as pesquisas 
demonstraram que a célula não apenas demonstrou-se resistente ao tratamento com 
radiação, como também isso fez com que aumentasse a capacidade de biossorção. 
Na mesma pesquisa, Qiu et al. (2017) ainda avaliou outros parâmetros que poderiam 
influenciar na biossorção utilizando a levedura irradiada, e demonstrou que o pH da 
solução do adsorvato foi o fator que mais influenciou no processo, seguido da 
concentração da solução de Estrôncio, tempo e temperatura. 
Analogamente, quando se trata da biossorção de compostos bioativos 
modificar o biossorvente para acelerar a difusão intrapartícula também pode promover 
a efetividade da interação entre os compostos bioativos e a biomassa de S. cerevisiae. 
Como visto no estudo de Rubio et al., (2018), que apresentou uma cinética de ligação 
mais rápida e um aumento na capacidade de biossortiva dos compostos fenólicos 
totais do bagaço de uva em consequência dos tratamentos químicos com base 
(93,2%) e ácidos (34,77%) na levedura.  
Guo et al. (2013), que a partir do suco de maçã utilizaram a biomassa de S. 
cerevisiae do processamento da cidra, a alcalinizaram e a imobilizaram em alginato 
de cálcio para biossorção de patulina (PAT), micotoxina produzida por diversas 
espécies de fungos como Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys, microorganismos 
os quais estão frequentemente presentes em frutas. Foi observado no estudo que a 
imobilização em alginato de cálcio da biomassa de levedura com tratamento alcalino 
aumentou a capacidade de biossorção da patulina em 71,42%, além de ser melhor 
nos aspectos ambientais e de custo-benefício, visto que, a levedura residual de cidra 
amplamente disponível nas indústrias de fermentação traz uma alternativa para a 
remoção de PAT de suco de maçã, confrontando as técnicas tradicionais de 
clarificação, filtração e adição de químicos desenvolvidas para remover PAT de 
alimentos e, que em sua maioria limita-se aos altos custos, riscos químicos, impacto 
ao meio ambiente e/ou dificuldades nos mecanismos de desintoxicação do processo.  
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Em uma pesquisa recente, Tao et al. (2019) verificaram que a sonicação da 
levedura promoveu um aumento de 62,7% na capacidade biossortiva dos compostos 
fenólicos do extrato de mirtilo. 
Sabe-se que o mecanismo de biossorção é complexo, e vários fatores devem 
ser levados em conta para que se entenda os motivos pelos quais este fenômeno 
ocorre. Para isso, pesquisas que envolvam análises mais apuradas sobre estrutura 
dos compostos ligantes e da célula devem ser realizadas, e além disso existem 
poucos estudos que envolvam modificações no adsorvato e adsorvente que podem 
melhorar a capacidade de biossorção.  
 
 
1.6 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS 
 
 
Atualmente, há uma grande procura por parte das autoridades sanitárias, 
cientistas e indústrias de alimentos, por fontes naturais de antioxidantes, visto que ao 
longo dos anos foi verificado a funcionalidade destes no organismo, atuando na 
prevenção de diversas doenças associadas com estresse oxidativo, como câncer e 
doenças cardiovasculares (HERAS et al., 2017).  
Os compostos fenólicos possuem diversas propriedades bioativas 
conhecidas, no entanto, para que os efeitos benéficos sejam de fato efetivos estes 
devem estar biodisponíveis, ou seja, devem ser extraídos da matriz alimentar e 
absorvidos no intestino (TENORE et al., 2015). A repercussão na saúde humana 
depende principalmente do estado bioquímico que os compostos apresentam quando 
atingem a corrente sanguínea e, consequentemente, os tecidos. O próprio processo 
de digestão leva a uma série de mudanças nos macros e micronutrientes que 
condicionam a sua biodisponibilidade final (PARADA; AGUILERA, 2007). 
Neste sentido, o termo bioacessibilidade foi definido como a fração de um 
composto que é liberado a partir de uma matriz alimentícia no trato gastrointestinal, e 
assim, torna-se disponível para absorção intestinal. A biodisponibilidade é usada para 
descrever a proporção de um composto ingerido que atinge a circulação sistémica 
(MANACH et al., 2004; TAGLIAZUCCHI et al., 2010). 
A bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos bioativos no organismo 
encontra-se diretamente relacionadas com as características químicas dos 
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compostos, tais como, solubilidade, hidrofobicidade, peso molecular e configuração 
dos isômeros. No entanto, a variabilidade individual deve ser levada em conta, uma 
vez que condições como acidez no estômago, concentração e atividade enzimática, 
estado fisiológico, entre outros fatores, dependem de cada indivíduo (BARBA et al., 
2017). 
Pesquisas relacionadas principalmente com o mecanismo de absorção de 
flavonoides, demonstram que compostos não glicosilados são absorvidos mais 
facilmente no intestino grosso do que na forma glicosilada (SZEJK et al., 2017). Se 
uma molécula de açúcar adicional for ligada ao flavonoide, o composto deve atingir o 
intestino grosso para que as porções de açúcar sejam hidrolisadas, transportadas 
para células epiteliais intestinais e possivelmente absorvidas (ERLUND et al., 2000). 
Da mesma forma, o peso molecular influencia diretamente na capacidade de 
absorção, onde compostos de alto peso molecular como protocianidinas tem sua 
absorção dificultada no intestino delgado em relação à compostos de menor peso 
molecular, tais como os flavonoides (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). 
A hidrofilicidade da molécula, tais como em polifenóis polimerizados e 
glicosilados pode facilitar a absorção no organismo, enquanto compostos lipofílicos, 
como os carotenóides, devem primeiro ser liberados da matriz de alimentos e 
incorporados em micelas para que a absorção possa acontecer (RODRIGUES; 
MARIUTTI; MERCADANTE, 2016). 
Mesmo que parte dos compostos não sejam absorvidos pelo organismo, a sua 
bioatividade não é totalmente descartada, uma vez que  possuam atividade 
antioxidante estes ainda podem atuar no estômago e intestino, órgãos que são 
constantemente expostos a espécies reativas de oxigênio (ROS) resultantes do 
processo de redução na respiração celular das células de defesa em resposta a 
presença de bactérias ou toxinas da dieta (HALLIWELL; RAFTER; JENNER, 2005). 
Logo, estes compostos mesmo não sendo absorvidos, ainda podem atuar impedindo 
doenças gastrointestinais relacionadas à geração de ROS durante o processo de 
digestão. 
A biodisponibilidade de compostos alimentares em geral, e fitoquímicos em 
particular, depende da sua estabilidade digestiva, a sua liberação a partir da matriz 
alimentar e a eficiência da sua passagem transepitelial. A melhor maneira de 
determinar os benefícios decorrentes da ingestão de alimentos e a sua 
biodisponibilidade, consiste em submeter o produto a um teste in vivo de digestão 
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gastrointestinal. No entanto, os ensaios in vivo são caros e requerem longos períodos 
de observação, especialmente em amostras humanas, além de envolverem 
implicações médicas e éticas. Devido a estas limitações, evidências científicas apoiam 
positivamente o emprego de modelos in vitro para reproduzir com precisão as 
condições bioquímicas das diferentes fases envolvidas na digestão gastrointestinal 
(DURING; HARRISON, 2005). A simulação da digestão in vitro apresenta vantagens 
adicionais em comparação com ensaios in vivo, tais como a possibilidade de 
amostragem em diferentes momentos do processo de digestão, além de evitar a 
variabilidade do organismo humano (HERAS et al., 2017). 
Portanto, a verificação da biodisponibilidade dos compostos bioativos no 
organismo, por meio do método in vitro, é uma aproximação válida do que ocorreria 
no sistema humano. 
Pesquisas que realizaram o teste de digestão in vitro verificaram o que ocorre 
com os compostos bioativos desde a fase oral (LUCAS-GONZÁLEZ et al., 2018), até 
a fase gástrica e intestinal (JILANI et al., 2015; RUBIO et al., 2018). 
Lucas-González et al. (2018) observaram que na fase oral, há um aumento 
dos compostos fenólicos nos diferentes co-produtos do caqui, e diferentes níveis para 
cada tipo de amostra, o que pode ser explicado pela diferença na composição em 
cada amostra. Estes autores ainda sugerem possíveis causas para este fato ter 
ocorrido como: (i) diferença na composição de cada amostra quando relacionada ao 
teor de fibra alimentar; (ii) interação dos compostos fenólicos com a enzima ɑ-amilase. 
A fase gástrica envolve uma diminuição do pH, em torno de 2,0 a 3,0, e ação 
das enzimas digestivas. Isso faz com que, dependendo do composto, estruturas 
menores sejam formadas, resultando em um aumento dos compostos bioativos nesta 
fase. Este comportamento foi observado por Pérez-Vicente, Gil-Izquierdo e García-
Viguera (2002), que demonstraram um aumento de 10% no nível de antocianinas do 
suco de romã na fase gástrica, devido ao aumento de antocianinas individuais, 
principalmente de glicosídeos de cianidina e delfinidina. O mesmo foi observado por 
Lucas-González et al. (2018), que avaliaram a digestão de co-produtos do caqui, e 
sugeriram que o aumento dos compostos fenólicos após a fase gástrica foi 
consequência da diminuição do pH que resultou na quebra das ligações entre 
compostos bioativos e nutrientes como fibras, proteínas e carboidratos, ajudando a 
aumentar os compostos fenólicos remanescentes da matriz alimentar. 
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Na fase intestinal, é comum que grande parte dos compostos bioativos sejam 
perdidos, sendo tal fato evidenciado por Lucas-González et al. (2018), Pérez-Vicente, 
Gil-Izquierdo e García-Viguera (2002), Gil-Izquierdo, Zafrilla e Tomás-Barberán 
(2002). Este fenômeno é justificado primeiramente pelo aumento do pH, em torno de 
6.0, sendo os compostos bioativos altamente sensíveis as condições alcalinas, como 
também pela ação das enzimas pancreáticas (MINEKUS et al., 2014). Outra 
possibilidade que justificaria as perdas de fenólicos, seria a interação destes com 
outros compostos dietéticos como fibras, proteínas, carboidratos e minerais (LUCAS-
GONZÁLEZ et al., 2018). Reações químicas, principalmente oxidação e 
polimerização, também poderiam proporcionar a formação de outros derivados 
fenólicos, tais como as chalconas (GIL-IZQUIERDO et al., 2001). Reações 
enzimáticas também poderiam ser responsáveis por mudanças nas estruturas 
alterando diretamente a solubilidade dos compostos (KROLL; RAWEL; ROHN, 2003). 
Considerando que a bioacessibilidade de compostos bioativos aumenta 
quando estes são ingeridos associados às leveduras (sistema de entrega), a 
biossorção de compostos fenólicos em S. cerevisiae, apresenta-se também como uma 
tecnologia promissora com aplicações possíveis na indústria de alimentos.  
Pesquisadores Suíços enriqueceram leveduras com ferro aplicaram essas 
leveduras em queijos frescos e avaliaram a bioacessibilidade após a digestão in vivo 
(grupo de mulheres). Como resultado eles observaram um aumento de 70 a 80% da 
absorção do ferro após a digestão do queijo enriquecido (SABATIER et al., 2017). 
A fortificação de alimentos diversos com leveduras enriquecidas com 
compostos bioativos pode ser uma fonte de baixo custo e eficiente de suplementação 
de compostos com ação antioxidante na dieta. 
 
 




Atualmente, as principais aplicações da biomassa de S. cerevisiae esgotada 
encontram-se na nutrição humana e animal (BRIGGS et al., 2004; IN; KIM; CHAE, 
2005), produção de agentes saborizantes (FERREIRA et al., 2010; VIEIRA; 
BRANDÃO; FERREIRA, 2013), elementos de filtração para clarificação de bebidas 
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(REINOLD, 2007), substrato para cultivo de microalgas (RYU et al., 2013), biossorção 
e precipitação de metais pesados de solos e meios aquosos (BUTT, 1993; CHEN et 
al., 2008; FERRAZ; TAVARES; TEIXEIRA, 2004; MARQUES et al., 1999; MARQUES; 
MARIA; FERNANDA, 2007; WON et al., 2014), produção de biogás (ZUPANCIC; 
SKRJANEC; LOGAR, 2012), entre outras. Esse subproduto da indústria é rico em 
carboidratos, proteínas, aminoácidos livres, vitaminas e ácidos graxos. No entanto, 
sua composição não apresenta quantidades significativas de compostos fenólicos.  
Nos últimos anos, diversos estudos procuraram empregar a biomassa de S. 
cerevisiae, em processos biotecnológicos, no cultivo de microrganismos como 
substrato ou na extração de compostos (FERREIRA et al., 2010), como a biossorção 
de compostos bioativos. 
Estudos recentes (JILANI et al., 2015; JILANI et al., 2016) demonstram que a 
utilização de S. cerevisiae biossorvida ou enriquecida com compostos fenólicos 
promove um aumento da bioacessibilidade desses compostos bioativos após a 
simulação de digestão gastrointestinal in vitro em comparação com a aplicação de 
compostos fenólicos livres, aumentando assim a atividade antioxidante desses 
metabólitos secundários. Este fato foi observado por Rubio et al. (2018), que 
avaliaram a bioacessibilidade dos compostos fenólicos de bagaço de uva e verificaram 
que a levedura biossorvida apresentou maior bioacessibilidade quando comparada 
aos resultados obtidos da bioacessibilidade do extrato puro do bagaço. 
Pesquisas já evidenciaram que a levedura seca é usada para tratamento de 
deficiência de vitamina B e para melhorar a fermentação benéfica para digestão no 
trato gastrointestinal (AL-MOHIZEA et al., 2007), além de ser utilizada como um 
caminho natural para reduzir a absorção de colesterol (PSOMAS et al., 2003). 
A biomassa de levedura seca pode ser empregada ainda em tratamentos 
enzimáticos em alimentos, uso em produtos de carne, molhos, sopas, batatas fritas, 
bolachas ou até como realçadores de sabor. Também pode ser aplicada como 
probióticos e ingredientes dietéticos não digeríveis, capazes de promover o 
crescimento e/ou impulsionando o metabolismo de bactérias benéficas de interesse 
no trato intestinal (FERREIRA et al., 2010). 
Visto que as aplicações existentes da levedura não biossorvida já possuem 
um grande potencial nutracêutico, pressupõe-se que, com a realização pesquisas 
mais aprofundadas, a biomassa biossorvida de compostos bioativos pode ser 
empregada para fim alimentício, sendo comercializada como concentrado proteico, 
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como também na elaboração de outros alimentos, o que faz com que as aplicações 
existentes maximizem o potencial dos benefícios promovidos pelo consumo dos 
mesmos. 
A industrialização do biossorvente ainda é subdesenvolvida e os passos para 
alcançar a escala industrial são pouco explorados (FERNÁNDEZ-GONZÁLEZ et al., 
2019). No entanto, sabe-se que um dos primeiros passos para conseguir isso é 
encontrar um meio eficaz de limpeza e estabilização do biossorvente, incluindo 
tecnologias físicas e bioquímicas, evitando possíveis contaminações e obtendo uma 
exploração completa dos resíduos (DOMÍNGUEZ-PERLES et al., 2018). As etapas 
subsequentes consistiriam no dimensionamento dos equipamentos de uma escala 









A utilização da Saccharomyces cerevisiae como biossorvente de compostos 
bioativos é uma alternativa inovadora e viável, sendo um material de fácil acesso, 
fornecimento abundante e constante, de baixo custo e de ampliação de escala 
relativamente simples. Embora seja uma aplicação inovadora, os poucos trabalhos 
existentes comprovaram que a levedura não apenas é capaz de biossorver compostos 
bioativos, como também realiza o trabalho de protegê-los durante o processo de 
digestão gastrointestinal, aumentando a bioacessibilidade dos compostos, visto por 
testes in vitro. Para que a capacidade de biossorção seja amplificada, diversas 
técnicas de modificação na levedura estão sendo realizadas, no entanto ainda é 
necessário que estes estudos sejam aprofundados, pois pouco se sabe sobre os 
mecanismos de biossorção de compostos bioativos. Análises de digestão in vivo 
também são necessárias, visto que desta forma poderia ser comprovado o efeito 



















CAPÍTULO 2: BIOSSORÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS A PARTIR DO 







Grandes esforços foram feitos para aumentar a bioacessibilidade de 
compostos bioativos de fontes vegetais. Isto pode ser conseguido através do método 
inovador e eficaz de biossorção destes compostos em Saccharomyces cerevisiae, 
obtido a partir do processo fermentativo industrial (levedura residual). Neste contexto, 
esta pesquisa avaliou se modificações químicas nas leveduras podem melhorar a 
capacidade de biossorção dos compostos fenólicos e se, por meio de testes de 
digestão in vitro, esta abordagem pode aumentar a bioacessibilidade dos metabólitos 
secundários da erva-mate. Os resultados mostraram que a modificação química da 
levedura promoveu aumento na eficiência de biossorção dos compostos bioativos. 
Picos de espectrometria de massa para os compostos fenólicos foram reduzidos após 
a biossorção, como observado para os ácidos cafeico e dicafeoilquínico e para o 
kaempferol e rutina. Além disso, uma redução de 10% da cafeína foi verificada após 
a biossorção, quantificada por cromatografia de espectrometria de massa. Isso mostra 
que os compostos foram retidos nas células, o que também foi observado por um 
aumento da turgência celular com microscopia eletrônica de varredura (MEV). A 
espectroscopia de infravermelho médio mostrou que as principais bandas 
relacionadas aos componentes dos compostos aumentaram proporcionalmente após 
a biossorção. Além disso, um aumento da bioacessibilidade dos compostos bioativos 









A erva-mate (Ilex paraguariensis) é uma planta nativa da América do Sul, 
produzida e consumida principalmente na Argentina, Paraguai e Brasil. Durante o 
processamento da erva, os galhos e folhas passam inicialmente por um severo 
tratamento térmico, chamado sapecagem, seguido por uma etapa de secagem, onde 
a matéria-prima entra em contato direto com ar e gases de combustão, provenientes 
da queima de madeira ou serragem (HECK; MEJIA, 2007).  
Existe uma grande diversidade de compostos bioativos presentes na erva-
mate. No entanto, os flavonóides são os compostos com maior concentração nesta 
matriz. Neste grupo, as classes de flavonóis (quercetina, kaempferol) e flavanóis 
(catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina) são os principais 
compostos aos quais são atribuídas as atividades biológicas observadas após o 
consumo de extratos aquosos de erva-mate (MEJÍA et al., 2010). 
No entanto, mesmo após processamento, propriedades benéficas são 
mantidas no material e estudos recentes, in vivo e in vitro têm evidenciado qualidades 
terapêuticas como efeitos hepatoprotetor (TAMURA et al., 2013), neuroprotetor 
(BRANCO et al., 2013), hipocolesterolêmicos (MORAIS et al., 2009; BRAVO et al., 
2014), diurético e antirreumático (ISOLABELLA et al., 2010), antiobesidade (LIMA et 
al., 2014) e antimicrobiana (BURRIS et al., 2015; MARTIN et al., 2013). Além disso, o 
principal foco dos benefícios da erva-mate, estão relacionados a efeitos antioxidantes 
(PERES et al., 2013; BLUM-SILVA et al., 2015; BOAVENTURA et al., 2015) e anti-
inflamatórios (ARÇARI et al., 2011; LANZETTI et al., 2012).  
Apesar da diversidade de efeitos benéficos que os compostos bioativos 
promovem à saúde, sabe-se que quando o alimento é ingerido boa parte dos 
compostos são degradados/perdidos ao longo do processo gastrointestinal, ou até 
mesmo transformados em outros compostos que irão apresentar atividades biológicas 
diferentes, ou seja, a bioacessibilidade dos mesmos é grandemente reduzida neste 
processo (TENORE et al., 2015). Visto isso, pesquisas tem buscado alternativas para 
aumentar a bioacessibilidade dos compostos e neste contexto, a biossorção surge 
como uma alternativa atraente para a proteção dos compostos bioativos frente ao 
processo de digestão humana. 
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Na procura de materiais biológicos que sejam eficazes para este tipo de 
aplicação, a S. cerevisiae destaca-se por ser um material de fácil acesso, 
fornecimento contínuo e baixo custo, visto que pode ser reaproveitada de processos 
industriais como a fabricação de cerveja. E ainda, pesquisas atuais que utilizaram esta 
biomassa para adsorção de compostos bioativos, demonstraram que a mesma possui 
um grande potencial biossortivo (JILANI et al., 2015; JILANI et al., 2016; STAFUSSA 
et al., 2016; RUBIO et al., 2018). 
A aplicação sugerida nesta pesquisa foi abordada por pouquíssimos autores 
e até onde se sabe, nenhum destes utilizou a erva-mate como fonte de compostos 
bioativos para biossorção na levedura. Esta pesquisa ainda buscou avaliar se 
modificações químicas na levedura promovem a melhora da capacidade biossortiva 
dos compostos bioativos, visto que até o momento a maioria das pesquisas realizam 
estes tipos de testes na avaliação da adsorção de metais (HADIANI et al., 2018; 
ZHENG et al., 2018) ou corantes (MAHMOUD, 2016). 
Com base nos fatos apresentados, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o 
potencial biossortivo de compostos fenólicos da erva-mate na biomassa de S. 
cerevisiae, verificando ainda se ocorre influência da capacidade biossortiva por meio 
de tratamentos químicos na levedura e alteração de pH do extrato. Para isso, 
diferentes modelos cinéticos e de isotermas foram aplicados com intuito de esclarecer 
o mecanismo de biossorção. O teste de digestão in vitro ainda foi realizado com o 
objetivo de verificar se esta aplicação promove o aumento da bioacessibilidade dos 











Ácido clorídrico (HCl), hidróxido de sódio (NaOH) e cloreto de potássio (KCl) 
foram adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil). Nitrito de sódio (NaNO2), cloreto de 
sódio (NaCl), bicarbonato de sódio (NaHCO3) e cloreto de alumínio deca-hidratado 
(AlCl3.10H2O) foram obtidos / adquiridos da Dinâmica (Indaiatuba, SP, Brasil). Cloreto 
de ferro (FeCl3), Folin-Ciocalteu, 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), ácido 2,2'-Azino-
bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfônico) (ABTS), 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), 
trolox, epigalocatequina galato, cafeína, catequina, rutina (quercetina 3-O-
rutinosídeo), ácido cafêico e ácido gálico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (São 






A amostra de erva-mate (Ilex paraguariesis) foi obtida no Mercado Municipal 
da cidade de Curitiba, PR, Brasil. A biomassa residual de S. cerevisiae foi obtida a 
partir do processo de fermentação alcoólica da cerveja do tipo Pilsen, da 
microcervejaria Asgard, localizada em Curitiba, PR, Brasil. 
 
 
2.2.3 PREPARAÇÃO DO BIOSSORVENTE 
 
 
A biomassa passou por consecutivas lavagens com água ultrapura até que 
não apresentasse mais odor de cerveja e fossem eliminados açúcares oriundos da 
produção. Em seguida, a biomassa foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos e 
liofilizada (Liotop, L101, SP, Brasil) por 72 horas, até obtenção da amostra seca, a 
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qual foi armazenada em sacos plásticos a vácuo, sob refrigeração (-6 °C) até o 
momento das análises. 
 
 
2.2.4 TRATAMENTO QUÍMICO DA Saccharomyces cerevisiae 
 
 
Foram realizados tratamentos ácido e alcalino na levedura, onde foram 
suspensos 5 g de levedura seca em 500 mL de ácido clorídrico (HCl) 0,1 mol L-1 e 5 g 
de levedura seca em 500 mL de hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 mol L-1, 
respectivamente (MATHIALAGAN; VIRARAGHAVAN, 2009). As misturas foram 
agitadas a 150 rpm e temperatura de 25 °C, em um shaker, por 24 horas. Finalizados 
os tratamentos, as suspensões foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos e o 
sedimento ainda passou por lavagem com água ultrapura, e após foram centrifugados 
novamente. A biomassa foi coletada, seca por liofilização e armazenada sob 
refrigeração a -6 °C. 
 
 
2.2.5 PREPARAÇÃO DO EXTRATO 
 
 
O extrato de erva-mate foi preparado a partir da infusão da amostra, onde 1 g 
da mesma foi misturada com 100 mL de água ultrapura a 90 °C, sob agitação a 150 
rpm no shaker por 15 min. Após, a amostra foi filtrada em papel filtro qualitativo e 
armazenada sob refrigeração até o momento das análises. 
Para avaliar se a alteração do pH dos extratos promove a melhora da 
capacidade biossortiva dos compostos fenólicos, o pH do extrato foi alterado utilizando 
solução de HCl (0,1 mol L-1) até chegar ao pH 3,00. Também foi utilizado uma solução 
de NaOH (0,1 mol L-1) para elevar o pH do extrato para 10,00. Desta forma, obteve-
se três soluções para avaliação da cinética de biossorção (pH natural do extrato, pH 





2.2.6 DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS (CFT) 
 
 
A quantificação dos compostos fenólicos foi realizada conforme o método 
colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965) com algumas 
modificações. Resumidamente, o extrato (30 μL) foi misturado com 2370 μL de água 
ultrapura e então foi adicionado 150 μL do reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA) e incubado no escuro por 3 min a 25 °C. Então, 450 μL de carbonato 
de sódio a 20% foi adionado a mistura que permaneceu nas mesmas condições de 
incubação citadas anteriormente por 2 horas. As leituras foram realizadas com um 
espectrofotômetro (UV M51, BEL Engineering, Monza, MB, Itália) a 765 nm. O ácido 
gálico foi utilizado em diferentes concentrações (0-500 mg L-1) para construir a curva 
de calibração. Os resultados foram expressos em mg EAG L-1 de extrato. (y= 0,0008x 
+ 0,0527, R2= 0,9999). 
 
 
2.2.7 DETERMINAÇÃO DE FLAVONOIDES TOTAIS (FT) 
 
 
A determinação de flavonoides totais (FT) foi realizada de acordo com a 
metodologia adaptada de Chang et al. (2002). Foram adicionados 300 L do extrato, 
1830 L de água ultrapura, 90 L de NaNO2 5%. Após 6 minutos, adicionou-se 180 
L de AlCl3.10H2O 10%, passados 5 minutos adicionou-se 600 L de NaOH 1 mol L-
1. A leitura foi feita a 510 nm. Os resultados foram expressos como miligramas 
equivalentes de catequina (EC) por litro de amostra, com base na curva de calibração 









2.2.8 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EM EQUIVALENTE DE TROLOX 
 
 
2.2.8.1 Atividade sequestrante de radicais livres DPPH 
 
 
A determinação da atividade antioxidante nos extratos pelo método DPPH foi 
baseado no método de Brand-Williams et al. (1995) com algumas modificações. 
Foram misturados 1650 μL de etanol, 1050 μL de solução de DPPH e 300 μL de 
extrato, logo após foram mantidos no escuro por 30 min. As leituras foram realizadas 
com um espectrofotômetro (UV M51, BEL Engineering, Monza, MB, Itália) a 517 nm. 
Etanol foi usado como branco. A curva de calibração de Trolox foi construída com 
concentrações variando de 0 a 400 μmol L-1. Os resultados foram expressos em μmol 
de Trolox equivalente por litro de extrato (μmol L-1). (y= -0,0018x + 0,7870, R2= 
0.9919). Todos os reagentes usados foram da empresa Sigma, St. Louis, MO, USA. 
 
 
2.2.8.2 Atividade sequestrante de radicais livres por ABTS 
 
 
A determinação da atividade de inibição do radical ABTS foi realizada 
conforme Re et al. (1999) com algumas modificações.  Foram adicionados 3 mL de 
solução radical ABTS em 30 μL dos extratos.  A mistura permaneceu em repouso no 
escuro, durante 6 min a temperatura ambiente. Logo após, foi realizada a leitura em 
734 nm. A capacidade antioxidante dos extratos foi apresentada como valor de μmol 
de Trolox equivalente por litro de extrato, calculado a partir de uma curva padrão com 








2.2.8.3 Potencial antioxidante redutor de ferro (FRAP) 
 
 
O ensaio FRAP foi feito de acordo com uma metodologia de Thaipong et al. 
(2006). O reagente FRAP foi preparado por uma mistura de tampão acetato (300 mmol 
L-1, pH 3,6), 10 mmol L-1 de TPTZ (diluído em 40 mmol L-1 HCl) e 20 mmol L-1 de FeCl3 
(10/1/1, v/v/v). Em tubos de ensaio foram adicionados 150 μL do extrato e 2850 μL do 
reagente FRAP. Os tubos foram agitados e incubados durante 30 min a 37 ± 1 °C, e 
então a absorbância foi determinada a 594 nm.  O potencial redutor foi expresso em 
unidades de mmol de Trolox equivalente por litro de extrato, calculado a partir de uma 
curva padrão com a concentração variando de 0 a 1000 μmol L-1 de Trolox. (y= 
0;0011x + 0,0686, R2= 0,9965). 
 
 
2.2.9 ESTUDO DA BIOSSORÇÃO DOS COMPOSTOS FENÓLICOS 
 
 
2.2.9.1 Estudo cinético 
 
 
O estudo de cinética seguiu o método proposto por Stafussa et al. (2016) com 
algumas modificações. Em frascos erlenmeyer de 125 mL, foram adicionados 100 mg 
da levedura S. cerevisiae (peso seco) e 15 mL de solução do extrato de erva-mate. 
Os erlenmeyers ficaram sob agitação de 150 rpm e 25 ºC, sendo a retirada das 
amostras em intervalos regulares de 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30 
minutos, 60 minutos, 120 minutos e 240 minutos para análise da concentração de 
compostos fenólicos totais em solução. Para cada tempo foi realizado um branco 
contendo a amostra de levedura e água, a fim de descontar possíveis interferências 
da levedura. Antes da quantificação de CFT, as amostras foram centrifugadas a 5000 
rpm por 30 minutos. Este procedimento foi realizado utilizando os três extratos de 
erva-mate (pH natural do extrato, pH 3,0 e pH 10,0), ambos testados nas leveduras sem 
tratamento (controle), com tratamento ácido e alcalino. A concentração de CFT 
adsorvidos (qt), em mg g-1, foi determinada por balanço de massa conforme a 
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Equação 1, onde, C0 e Ct são as concentrações (mg L-1) de CFT antes e depois da 
biossorção, respectivamente, V é o volume de fase aquosa (L) e M a massa (g) da 






A modelagem cinética dos dados experimentais foi realizada seguindo os 
modelos matemáticos de pseudo-segunda ordem (HO, 2006), difusão intrapartícula 
(WEBER; MORRIS, 1963) e Elovich (LOW, 1960).  
 
 
2.2.9.2 Estudo de isotermas 
 
 
Os ensaios de isotermas de adsorção foram realizados nas mesmas 
condições do estudo cinético. No entanto, variou-se a concentração do extrato em 5 
diluições, utilizando o tempo de equilíbrio encontrado pelos testes cinéticos. Foram 
utilizados os modelos matemáticos de dois parâmetros de Langmuir, Freundlich, 
Temkin, Dubinin-Radushkevich, Harkins-Jura e Jovanovic-Monolayer, e os modelos 
de três parâmetros Hill, Jovanovic-Multlayer, Redlich-Peterson, Sips e Toth para 
descrever e avaliar o comportamento do processo de adsorção dos compostos 
fenólicos em S. cerevisiae. Os modelos foram ajustados na forma não linear utilizando 
o software Origin 7.0 (OriginLab, Northampton, MA) (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 
2017; RANGABHASHIYAM et al., 2014). 
Para identificar o modelo de melhor ajuste para os estudos de equilíbrio e 
cinética de adsorção, foram utilizados os valores do coeficiente de determinação (R2), 









2.2.10 Análise em UPLC-QToF-MSE  
 
 
A análise para identificação e quantificação dos compostos fenólicos foram 
conduzidas utilizando um sistema Acquity UPLC H-Class (Waters Corp., Milford, USA) 
acoplado a um espectrômetro de massa quadrupolo-tempo de vôo Xevo G2-S, Waters 
Co. (Milford, USA) com ionização em electrospray (ESI), operado nos dois modos. 
A separação foi conseguida em um Acquity UPLC C18 (50 X 2,1mm, 1,7 μm) 
(Waters Corp., Dublin, Irlanda), mantido a 35 °C. A fase móvel foi composta por água 
(A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de ácido fórmico e 3 mM de formiato de 
amônia, e foi eluida no modo gradiente seguindo as condições: 0-2,50 min, 5% B; 
2,50-6,00 min, 5% para 95% B; 6,00-7,50 min, 95% B; 7,50-7,60 min, 95-5% B e 7,60-
10,00 min, 5% B. O volume de injeção foi 5 μL e a vazão foi de 0,4 mL min-1. 
Os seguintes parâmetros da fonte ESI foram adotados: tensão do capilar de 
3 kV, tensão do cone de 40 V, temperatura de dessolvatação 500 °C e temperatura 
da fonte de 150 °C. Fluxo do gás do cone de 50 L h-1, fluxo de dessolvatação de 600 
L h-1. Nitrogênio foi usado como gás do cone e de dessolvatação, e argônio como gás 
de colisão. Os dados de MS foram adquiridos na faixa de m/z 100-700 em ambos os 
modos. Os dados foram processados utilizando os softwares Masslynx versão 4.1 e 
QuanLynxTM. Formiato de sódio foi usado na calibração do MS, e leucina encefálica 
(m/z 556,2771 [M+H]+ e 554,2671 [M-H]-) como o composto de referência. 
Alguns compostos foram identificados de acordo com a precisão da massa e 
perfil da fragmentação, enquanto cafeína, catequina, rutina, acido cafêico, ácido 
gálico, quercetina e epigalocatequina galato foram identificados pelo tempo de 
retenção. 
Para os analitos sem padrão, as amostras foram comparadas ao longo das 










2.2.11 MÉTODO DE QUANTIFICAÇÃO 
 
 
Os padrões epigalocatequina galato, cafeína, catequina, rutina (quercetina 3-
rutinosídeo), ácido cafêico e ácido gálico foram adquiridos na Sigma-Aldrich (São 
Paulo, SP, Brasil). 
Ácido cafêico e ácido gálico foram quantificados no modo negativo, enquanto 
cafeína, catequina, quercetina, rutina e epigalocatequina galato no modo positivo. 
Para garantir a confiabilidade dos resultados, os métodos nos modos positivo e 
negativo foram validados de acordo com o guia ICH Q2B (2005). 
A especificidade foi estabelecida pela presença de picos de interferência nos 
tempos de retenção dos analitos. A precisão foi medida usando triplicatas de três 
níveis de concentração para cada analito através de ensaios intra-dia e ensaios inter-
dia durante 3 dias. A precisão foi avaliada como a recuperação pelo método de adição 
padrão. A linearidade foi avaliada por valores de correlação das curvas de calibração 
em sete níveis diferentes. A faixa de quantificação foi de 400-1600 ng mL-1 para 
cafeína, galato de epigalocatequina, rutina e ácido gálico, 200-800 ng mL-1 para 
catequina e 80-320 ng mL-1 para ácido cafêico. O efeito da matriz foi testado 
comparando a curva na matriz com a solução. 
 
 




A análise de MIR-ATR foi realizada com a levedura sem tratamento (controle), 
com os tratamentos ácido e alcalino e a levedura adsorvida de compostos bioativos 
da erva-mate. Para aquisição dos espectros foi utilizado um espectrômetro da 
Bomem-Hartmann & Braun, equipado com o acessório de ATR de diamante.  Os 





2.2.13 ANÁLISE DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA COM 
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (MEV-EDS) 
 
 
Microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada para analisar a 
estrutura extracelular e espectrômetro de energia dispersiva (EDS) foi usado para 
análise de composição elementar da superfície. Foram analisadas as amostras de 
levedura sem tratamento (controle) e com tratamento ácido e alcalino, além das 
leveduras após a biossorção. 
Foi utilizado nesta análise o Microscópio eletrônico de varredura Carl Zeiss / 
EVO MA 15 equipado com detector de energia dispersiva - EDS Oxford X-Max de 20 
mm2. As amostras foram metalizadas com uma liga de Ouro sob condições de vácuo. 
 
 
2.2.14 TESTE SIMULADO DE DIGESTÃO GASTOINTESTINAL In vitro  
 
 
O teste de simulação de digestão gastrointestinal in vitro, seguiu o método 
proposto por Gawlik-Dziki et al. (2009), com pequenas modificações. Foram utilizadas 
quatro amostras diferentes no experimento: extrato antes da biossorção, extrato após 
biossorção, levedura antes da biossorção e levedura após biossorção. Também foi 
preparado um branco com água ultrapura para reduzir interferências ou uma provável 
contribuição de constituintes não-antioxidantes na capacidade antioxidante total.  
Primeiramente, o ambiente simulado da etapa gástrica foi preparado 
ajustando-se o pH das amostras para 1,2 com solução de HCl 5 mol L-1 e após 
adicionando 30 mL do fluido gástrico para cada 10 mL de amostra, preparado com 3,2 
g L-1 de pepsina em solução 0,03 mol L-1 de NaCl. A mistura foi agitada a 150 rpm 
durante 120 min sob proteção da luz. Posteriormente, para a etapa que simula o 
ambiente intestinal, ajustou-se o pH para 6.0 adicionando solução de NaHCO3 1 mol 
L-1. Em seguida, foram adicionados 5 mL de NaCl 120 mmol L-1, 5 mL de KCl mmol L-
1 e 30 mL de fluido intestinal preparado pela dissolução de 0,05 g de pancreatina e 
0,3 g de sais biliares para cada 35 mL de solução de NaHCO3 0,1 mol L-1. A mistura 
final foi levada para agitação sob as mesmas condições citadas anteriormente, 
durante 60 min. Finalmente, as soluções foram centrifugadas a 6000 rpm durante 10 
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min e em seguidas foram realizadas as análises de CFT e atividade antioxidante por 
DPPH e ABTS. 
As porcentagens de bioacessibilidade foram calculadas pela Equação 2, onde 
BF é o valor da fração bioacessível de cada método (após digestão intestinal); TC é a 
concentração inicial de cada método (CFT, DPPH e ABTS) antes da digestão (VELDE 
et al., 2018). 
 
  (2) 
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 
2.3.1 ANÁLISES DE COMPOSTOS BIOATIVOS 
 
 
O início da pesquisa de biossorção teve o intuito de avaliar primeiramente se 
a matriz vegetal, a qual servirá de adsorvato, é uma fonte rica em compostos bioativos 
e, por isso o extrato de erva-mate foi avaliado pelas análises de CFT, FT e capacidade 
antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP. 
A concentração de CFT encontrada foi de 676,83 ± 12,45 mg EAG L-1. Riachi 
et al. (2018) encontraram uma concentração de 1034,00 ± 39,00 mg EAG L-1 para 
uma das amostras avaliadas sob condições semelhantes a esta pesquisa. Mejía et al. 
(2010) avaliaram diferentes amostras de erva-mate oriundas de regiões distintas e 
verificaram uma faixa de concentração entre 904,00 ± 9,90 a 1761,00 ± 15,60 mg EAG 
L-1. É importante salientar que as concentrações variam de acordo com as condições 
de cultivo (solo, temperatura, nutrientes) e processamento (tempo, temperatura) 
(HECK et al., 2008).  
Grande parte dos compostos fenólicos encontrados na erva-mate são 
representados pelo grupo de flavonoides, o que explica a alta concentração de FT 
obtida nesta pesquisa (576,75 ± 9,89 mg EC L-1). 
Ao avaliar a capacidade antioxidante do extrato, foi verificado uma 
concentração de 96,61 ± 7,62 μmol L-1 para a análise de DPPH, 2712,88 ± 16,56 μmol 
L-1 para a análise de ABTS e 3340,00 ± 14,73 μmol L-1 para a análise de FRAP. Gerolis 
et al. (2017), apresentaram em seu estudo para erva-mate uma capacidade 
antioxidante de 9,96 ± 4,10, entretanto, esta foi determinada por meio da atividade de 
eliminação DPPH (%). Nesse mesmo estudo os autores também exibiram uma 
capacidade antioxidante com concentração de 161,24 ± 25,6 μmol g-1 para o método 
ABTS, valor este que foi inferior ao encontrado em nosso estudo. No entanto, deve-
se levar em conta que a obtenção da matriz vegetal se deu em regiões diferentes do 
Brasil, e portanto, como salientado anteriormente as condições de cultivo podem 
influenciar também na capacidade antioxidante das amostras. Em contrapartida, 
Kungel et al. (2018) estudaram a capacidade antioxidante dos polissacarídeos 
extraídos da erva-mate, o qual apresentou uma concentração de 20,84 ± 1,61 μmol 
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mg-1 para o método de FRAP. Vale salientar, que não foi encontrado na literatura 
estudos que trabalharam com a mesma unidade (μmol L-1) para a capacidade 




2.3.2 ESTUDO DE BIOSSORÇÃO DE CFT 
 
 
2.3.2.1 Estudo cinético 
 
 
O estudo cinético foi realizado nas três leveduras (controle, ácida e alcalina), 
e variou-se também o pH do extrato a fim de verificar possíveis influências na 
capacidade de biossorção, conforme demonstrado na Tabela 2.1. Foi verificado, que 
entre todas as condições testadas, a que apresentou melhor desempenho na 
capacidade de biossorção foi a levedura com tratamento alcalino biossorvida com o 
extrato de erva-mate modificado com pH 10,00. 
O tempo em que a cinética atingiu o equilíbrio nas condições ótimas foi de 120 
minutos. Desta forma este tempo foi o utilizado para a análise da isoterma. Jilani et al. 
(2015) que avaliaram a cinética dos chás verde e preto na S. cerevisiae e obtiveram 
um tempo de equilíbrio de 180 minutos, o que foi um resultado próximo ao encontrado 
neste estudo, no entanto, deve-se salientar que as condições experimentais foram 
diferentes e que nenhum estudo foi encontrado utilizando as mesmas condições para 
que fosse possível ser feito a comparação dos resultados. Considerando que no ponto 
de vista industrial, quanto menor o tempo de cinética, melhor é para aplicação, 
verificou-se que esta pesquisa apresentou melhores resultados comparados a outros 
autores como Stafussa et al. (2016) e Rubio et al. (2018) que obtiveram um tempo de 
equilíbrio superior ao encontrado. 
Entre os modelos cinéticos avaliados (pseudo-segunda ordem, difusão 
intrapartícula e Elovich), o modelo de pseudo-segunda ordem é o que melhor 
descreveu o comportamento cinético das amostras, apresentando um R2>0,99, 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Esse resultado corrobora também com a concordância entre os valores 
próximos de capacidade de sorção teórica (qe) e experimental (qe exp). 
Já o modelo de difusão intrapartícula caracterizou-se pela multilinearidade das 
etapas. A primeira etapa atribuiu-se à difusão do soluto através da solução para a 
superfície externa do adsorvente ou o limite difusão de camadas de moléculas de 
soluto e por isso a sessão de inclinação inicial é mais íngreme do que a sequente. 
Esta próxima etapa caracteriza-se como o final da difusão intrapartícula, onde a 
concentração de soluto é restante na solução é baixa e refere-se à adsorção do soluto 
em microporos (LANG et al., 2009). Este comportamento foi verificado em todas as 
amostras, visto por meio da plotagem do gráfico de qe (mg g-1) versus t0.5. 
A equação de Elovich, geralmente aplicada na quimissorção, é um modelo 
eficiente para explorar toda modificação na reatividade da superfície do adsorvente 
no decorrer do tempo de reação (LOW, 1960). 
 
 
2.3.2.2 Isotermas de adsorção 
 
 
O estudo de isoterma de biossorção foi realizado utilizando a amostra que 
apresentou as condições ótimas na cinética, ou seja, a levedura com tratamento 
alcalino e pH do extrato 10,0. Diversos modelos foram aplicados (Tabela 2.2) para 
avaliar o mecanismo de biossorção.  
Por meio dos parâmetros encontrados e coeficiente de correlação (R2), 
quiquadrado (χ2) e soma residual dos quadrados (SQR), foi possível definir as 
isotermas que tiveram melhor adequação relacionando os resultados dos modelos de 
dois parâmetros. A isoterma de Freundlich foi a que melhor se adequou aos dados, 
seguido das isotermas de Langmuir, Jovanovic-Monolayer, Temkin e Harkins-Jura, e 
sendo o modelo de Dubinin-Radushkevich o que apresentou os piores resultados. 
O modelo de Freundlich pode ser aplicado a sistemas não ideais, em 
superfícies heterogêneas e adsorção multicamada (MCKAY, 1995). O parâmetro nF 
diz respeito à adsorção ser favorável ou não, e em geral valores entre 1 e 10 
representam que a adsorção é favorável, e quanto maior este valor é, mais forte é a 




TABELA 2.2. PARÂMETROS DAS ISOTERMAS APLICADAS PARA A LEVEDURA ALCALINA 
BIOSSORVIDA COM EXTRATO DE ERVA MATE NO PH=10,00 
Levedura alcalina – pH do extrato 10,00 
Modelos de dois parâmetros Modelos de três parâmetros 
Langmuir  Hill  
qe (mg g-1) 67,34 qe (mg g-1) 134,21 
K (L mg-1) 0,01 K (L mg-1) 83,67 
RL 0,25 nH 0,66 
R2 0,97 R2 0,98 
χ2 0,13 χ2 0,12 
SQR 5,90 SQR 3,72 
Freundlich  Jovanovic-Multlayer  
K (L g-1) 2,58 qe (mg g-1) 31,36 
nF 1,97 KJ (L mg-1) 0,01 
R2 0,97 KJJ (L mg-1) 1,0 x10-3 
χ2 0,15 R2 0,97 
SQR 4,24 χ2 0,17 
Temkin  SQR 6,50 
bT (kJ mol-1) 0,18 Redlich-Peterson  
K (L mg-1) 0,08 KRD1 (L g-1) 1,37 
R2 0,95 KRD2 (L mg-1) 0,25 
χ2 0,24 RD 0,60 
SQR 9,12 R2 0,97 
D-R  χ2 0,13 
qe (mg g-1) 188,78 SQR 4,03 
E (kJ mol-1) 9,36 Sips  
K 2,0 x10-4 KS (L g-1) 1,60 
R2 0,77 KSS (L mg-1) 0,01 
χ2 1,25 S 0,66 
SQR 53,94 R2 0,98 
Harkins-Jura  χ2 0,12 
AHJ 1104,14 SQR 3,72 
BHJ 6,30 Toth  
R2 0,89 qe (mg g-1) 4,19 
χ2 0,71 bTo (L mg-1) 5,33 
SQR 25,50 nTo 0,75 
Jovanovic-Monolayer  R2 0,97 
qe (mg g-1) 51,09 χ2 0,13 
K (L mg-1) 7,0 x10-3 SQR 4,08 
R2 0,97   
χ2 0,14   
SQR 7,70   
qe: capacidade de sorção no equilíbrio; K: constante empírica referente a cada modelo, relacionado a 
capacidade de adsorção do adsorvente; RL: fator de separação; nF: constante empírica de Freundlich 
que representa a intensidade da adsorção; bT: constante de Temkin relacionada ao calor de adsorção; 
E: energia média de adsorção; AHJ e BHJ: constantes de Harkins-Jura obtidas pela plotagem de 1/qe2 
versus log Ce (concentração de equilíbrio na solução); nH: constante empírica de Hill que representa a 
intensidade da adsorção; KJ e KJJ: constantes de Jovanovic-Multlayer; KRD1 e KRD2: constantes de 
Redlich-Peterson; RD: expoente da isoterma de Redlich-Peterson; KS e KSS: constantes de Sips; S: 
expoente da isoterma de Sips; bTo: constante de equilíbrio de Toth; nTo: constante empírica de Toth. 
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O valor de nF encontrado nesta pesquisa foi de 1,978 L g-1, o que representa 
que a biossorção foi favorável. Este valor foi próximo aos valores encontrados por 
Stafussa et al. (2017) e Rubio et al. (2018). Valor próximo de KF (2,58 L g-1) também 
foi encontrado por Rubio et al. (2018) para a variedade de uva bordô (2,25 L g-1). 
Outras informações puderam ser extraídas dos demais modelos, como o de 
Langmuir que demonstrou que a adsorção foi favorável por possuir o parâmetro RL 
entre 0 e 1, sendo que o valor deste parâmetro encontrado nesta pesquisa foi de 0,25.  
Por meio do parâmetro que indica o calor de adsorção no modelo de Temkin 
(bT) é possível afirmar que os compostos fenólicos apresentaram forte interação com 
o biossorvente, apresentando um valor de bT= 0,18 kJ mol-1, e ainda, que por este 
parâmetro ter apresentado um valor positivo, indicou que ocorre liberação de energia 
(processo exotérmico) (STAFUSSA et al., 2016). O valor encontrado para este 
parâmetro indica também que a biossorção ocorreu por mecanismo físico (ARAÚJO 
et al., 2018). 
Já para os modelos de três parâmetros, o modelo que apresentou melhor 
adequação foi o de Hill, seguido dos modelos de Sips, Redlich-Peterson, Toth e 
Jovanovic-Multilayer, sendo este último o que apresentou pior ajuste dos dados. 
O modelo de Hill baseia-se na suposição de que a adsorção é um fenômeno 
cooperativo com adsorvatos em um sítio do adsorvente influenciando diferentes sítios 
de ligação no mesmo adsorvente, podendo descrever a ligação de diferentes solutos 
em um adsorvente homogêneo (FAROUQ; YOUSEF, 2015).  
Sendo o modelo de Hill o que apresentou melhor ajuste dos dados, destaca-
se aqui a relevância dos parâmetros obtidos por este modelo para que se possa 
compreender como de fato ocorreu a biossorção na presente aplicação.  
O parâmetro nH estima o número de moléculas por sítio durante o processo 
de adsorção e a posição do adsorvato na superfície do adsorvente (SELLAOUI et al., 
2016a). Quando este parâmetro é menor que 1, como obtido nesta pesquisa (nH= 
0,66), 1/nH representa o número de ancoragem de uma molécula em vários diferentes 
sítios receptores, ou seja, as moléculas do adsorvato estariam se posicionando 
paralelamente (multi-ancoragem) sobre o adsorvente. 
Quanto ao parâmetro K, representado pelo número de locais ocupados 
durante a adsorção, Sellaoui et al. (2016b) demonstraram que os parâmetros K e nH 
possuem uma relação inversa, ou seja, se a evolução do número de moléculas por 
sítio aumenta, o espaço no adsorvente fica limitado, logo, o K diminuiria também com 
73 
 
a evolução. Isso pode explicar o motivo pelo qual o K obtido neste modelo foi superior 
aos demais (K = 83,67), pois na condição analisada, o nH é baixo, o que propiciaria 
uma maior densidade dos sítios receptores do adsorvente. 
 
 




Por meio da espectrometria de massas foi possível identificar os principais 
compostos do extrato de erva-mate puro e após a biossorção, como pode ser 
verificado na Tabela 2.3. Na Figura 2.1 é possível visualizar a diferença de intensidade 
dos picos após a biossorção, comprovando a eficiência da aplicação. 
A cafeína, identificada no modo positivo foi a que apresentou maior 
intensidade do pico (TR= 2,72) e da mesma forma o ácido clorogênico, identificado no 
modo negativo, também apresentou alta intensidade (TR= 1,23). A presença e 
intensidade destes compostos já era esperada, como verificado por Mejía et al. (2010), 
que avaliaram extrato de erva-mate em condições próximas as utilizadas nesta 
pesquisa.  
O pico referente ao ácido clorogênico (TR= 1,23) apresentou considerável 
redução de intensidade após biossorção, o que pode indicar que boa parte deste 
composto ficou retido na célula de levedura. Este fato é de suma importância visto que 
Huang et al. (2005) consideram que este composto é um dos principais responsáveis 
pela capacidade antioxidante da erva-mate. Bracesco et al. (2011) ainda relaciona 
este composto à capacidade de eliminação de radicais livres e metais, modulação da 
expressão gênica de enzimas antioxidantes e interferência na absorção de glicose, 
entre outras atividades biológicas. 
Redução na intensidade de outros compostos após biossorção também foi 
observado, onde a maioria dos compostos identificados na amostra antes da 
biossorção não foram identificados após (Tabela 2.3). Este fato ocorreu com os ácidos 
cafeico (TR= 3,18) e dicafeoilquinico (TR= 4,46), identificados no modo negativo, 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































FIGURA 2.1. ESPECTROS DE MASSAS DOS EXTRATOS DE ERVA-MATE ANTES DA 
BIOSSORÇÃO (MBB) E APÓS A BIOSSORÇÃO (MAB) NOS MODOS (A) POSITIVO 
E (B) NEGATIVO 
 
FONTE: o autor (2019). 
 
Por meio da quantificação dos compostos com padrões disponíveis, foi 
possível confirmar a redução na concentração após biossorção.  
Dos compostos quantificados, a cafeína que apresentou alta concentração 
(238,09 mg L-1), reduziu para 214,70 mg L-1 após biossorção, ou seja, 
aproximadamente 10% da cafeína ficou retida no biossorvente. A rutina que 
apresentou concentração de 0,89 mg L-1 na amostra pura, não foi identificada após a 
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biossorção, assim como o ácido cafêico que inicialmente apresentou uma 
concentração de 127,03 mg L-1. Isso representa que a aplicação foi eficiente no 
sentido de que boa parte dos compostos identificados e quantificados ficaram 
biossorvidos na célula de levedura. Os demais compostos avaliados não 
apresentaram quantidades significativas. 
  
 




Os espectros dos três tipos de levedura utilizadas nesta pesquisa (controle, 
ácida e alcalina) são apresentados na Figura 2.2a. Foi possível verificar que a amostra 
controle apresentou as bandas com picos mais intensos em relação as demais 
leveduras. Isso pode ter ocorrido devido ao tratamento químico promover uma quebra 
das ligações de alguns compostos na estrutura original. No entanto, como o intuito 
desta pesquisa era melhorar a capacidade de biossorção da levedura isto é visto como 
algo benéfico, pois a quebra das ligações podem propiciar a ligação dos adsorvatos 
na superfície da levedura. 
Já na Figura 2.2b pode ser visto que a biossorção promoveu uma diferença 
na estrutura da levedura, apresentando picos mais intensos, sobretudo na região de 
3291 cm-1. A ampla banda correspondente a região de 3291 cm-1 é complexa e sua 
intensidade pode ser explicada por vários fatores como estiramento de OH dos 
carboidratos próximo a 3400 cm-1, estiramento do grupo amina em proteínas e 
peptídeos próximos a 3300 – 3080 cm-1. Como pode ser visto na Figura 2.2b, esta 
banda está mais pronunciada na amostra de levedura biossorvida do que na amostra 
de levedura alcalina. Isso pode ser explicado pelo fato de que a composição fenólica 
do extrato teve contribuição no aumento dos compostos orgânicos que são comuns 
desta região, como o estiramento de OH, proveniente de diferentes ambientes 
químicos característico de extratos fenólicos (KUMAR et al., 2013; GRASEL et al., 
2016). Esta mesma banda foi verificada por Gullón et al. (2018) que avaliaram o 
espectro do extrato hidroalcoólico de resíduo de erva-mate, onde a mesma banda 




FIGURA 2.2. (A) ESPECTRO DAS LEVEDURAS CONTROLE, ÁCIDA E ALCALINA; (B) ESPECTRO 
DAS LEVEDURAS ALCALINA E BIOSSORVIDA DO EXTRATO DE ERVA-MATE
 
 





A banda em 2923 cm-1 corresponde a cadeias lipídicas acil, caracterizada pelo 
pronunciamento dos grupos metil (CH3) e metileno (CH2) (BURRATINI et al., 2008). 
Embora esta banda seja intensa na composição da levedura, o fato de estar 
biossorvida do extrato não faz com que a intensidade seja alterada pelo fato de que o 
extrato de erva-mate não apresenta grande intensidade nesta banda, fato esse 
demonstrado por Kungel et al. (2018). 
A região entre 1500 e 1740 cm-1 é característica da amida I e amida II, 
oriundas de proteínas e peptídeos (BURRATINI et al., 2008). Esta região ainda é 
característica de compostos fenólicos (HEREDIA-GUERRERO et al., 2014), o que 
explica o fato da banda em 1641 cm-1 estar mais pronunciada na amostra de levedura 
biossorvida. 
A banda próxima a 1236 cm-1 corresponde ao estiramento de C-N aromático 
(VATANDOOSTARANI et al., 2017) e fosfolipídeos (YU; IRUDAYARAJ, 2005). 
Finalmente, a banda próxima a 1038 cm-1 é característica das β-glucanas e 
mananas oriundas dos polissacarídeos da levedura (BURRATINI et al., 2008). Esta 
banda ainda pode estar correlacionada ao estiramento C-O-H de álcoois primários e 
secundários resultantes de carboidratos residuais do processo de fermentação da 
cerveja (DOVBESHKO et al., 1997). 
 
 
2.3.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA COM ESPECTROSCOPIA 
DE ENERGIA DISPERSIVA (MEV-EDS) 
 
 
Imagens de microscopia eletrônica de varredura foram adquiridas para as 
amostras de levedura controle, com tratamento ácido e alcalino, e levedura com 
tratamento alcalino biossorvida dos compostos do extrato de erva-mate, como 
demonstrado na Figura 2.3. Esta análise teve o objetivo de verificar se houve 
diferenças morfológicas nas leveduras com os tratamentos químicos como também 
após a biossorção. Diferenças na estrutura química ainda pode ser verificada por meio 





FIGURA 2.3. IMAGENS DE MEV COM APROXIMAÇÃO DE 9.00 KX PARA (A) LEVEDURA 
CONTROLE; (B) LEVEDURA COM TRATAMENTO ÁCIDO; (C) LEVEDURA COM 
TRATAMENTO ALCALINO E (D) LEVEDURA COM TRATAMENTO ALCALINO 
BIOSSORVIDA COM EXTRATO DE ERVA-MATE COM PH 10,00  
 
FONTE: o autor (2019). 
 
 
Como pode ser observado na Figura 2.3a, a levedura controle apresenta uma 
forma mais lisa. No entanto, apresenta um formato diferente do habitual de uma célula 
de levedura íntegra, o que pode ter ocorrido devido aos danos causados por 
consecutivas utilizações no processo fermentativo de fabricação da cerveja. 
Ao analisar as Figuras 2.3b e 2.3c, referentes aos tratamentos ácido e alcalino 
respectivamente, observa-se grande diferença das células em relação a controle, 
onde ambas as imagens demonstraram que as células apresentam rugosidades em 
sua morfologia, como também um formato mais próximo da célula íntegra de levedura, 
ou seja, elipsoide. Os reagentes químicos utilizados como o hidróxido de sódio e ácido 
clorídrico promovem modificações nas células fazendo com que a capacidade de 
adsorção dos compostos seja aumentada, uma vez que as rugosidades favorecem o 
mecanismo físico de adsorção (CHEN; WANG, 2008). O mesmo foi observado por 
Rubio et al. (2018), que assim como realizado nesta pesquisa, também modificaram 
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com HCl e NaOH as células de S. cerevisiae a fim de avaliar a melhora na capacidade 
de biossorção. 
Na Figura 2.3d, é observado que a introdução dos compostos bioativos na 
célula promoveu diferenças em relação a estrutura da Figura 2.3c, onde as células 
apresentam-se ainda mais rugosas e aparentemente mais túrgida, o que confirma que 
a biossorção dos compostos ocorreu. 
Em relação aos elementos identificados por espectroscopia de energia 
dispersiva (EDS), apresentados na Tabela 2.4, os valores encontrados na amostra de 
levedura controle corroboram com o estudo de Sun et al. (2015). Estes autores 
obtiveram valores próximos aos encontrados nesta pesquisa, com exceção de que 
estes verificaram a presença de 2,17% de sódio (Na) e não encontraram fósforo (P), 
diferente desta pesquisa que verificou 2,48% de fósforo na composição da levedura. 
A formação das paredes celulares da levedura se dá pela incorporação do fósforo nos 
ácidos nucleicos, fosfolipídios e polímeros, o qual compõe a S. cerevisiae seca em 
aproximadamente 14,3 mg g-1 (FIECHTER, 1984). 
 
 
TABELA 2.4. COMPOSIÇÃO ELEMENTAR DAS LEVEDURAS ANALISADAS POR 
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA 
Elementos C N O Mg Na P Cl K 
Controle 51,02 - 44,33 0,33 - 2,48 - 1,84 
Ácida 45,85 7,70 43,80 - - 1,15 1,08 0,41 
Alcalina 50,77 - 45,04 - 1,53 1,26 - 1,40 
Alcalina biossorvida 53,20 - 46,36 0,22 - - - 0,22 
C: carbono; N: nitrogênio; O: oxigênio; Mg: magnésio; Na: sódio; P: fósforo; Cl: cloro; K: potássio. 
 
 
As principais diferenças observadas entre a levedura controle e as demais 
leveduras tratadas quimicamente foram a presença de nitrogênio (N) e cloro (Cl) na 
levedura com tratamento ácido, provenientes de resíduos químicos do HCl utilizado, 
como também ocorreu com a levedura alcalina que apresentou resíduo de sódio. 
Os valores das concentrações obtidas dos elementos carbono (C) e oxigênio 
(O) na amostra de levedura biossorvida foram superiores as demais amostras, o que 
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é explicado pelo aumento de compostos bioativos na célula, que são compostos 
basicamente de carbono, hidrogênio e oxigênio. 
 
 
2.3.6 DIGESTÃO GASTROINTESTINAL In vitro 
 
 
O teste de digestão gastrointestinal in vitro demonstra a evolução dos 
compostos fenólicos e capacidade antioxidante nos extratos e leveduras biossorvidas 
nas etapas gástrica e intestinal, resultados que são apresentados na Tabela 2.5. Por 
meio desses valores foi possível calcular a bioacessibilidade dos compostos, ou seja, 
a fração destes que ficou disponível para absorção intestinal após a etapa gástrica 
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010). 
 
 
TABELA 2.5. CONCENTRAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS E ATIVIDADE 
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS E Saccharomyces cerevisiae ANALISADA 
ANTES DA BIOSSORÇÃO, APÓS A FASE GÁSTRICA, FRAÇÃO BIOACESSÍVEL 
APÓS A FASE INTESTINAL E BIOACESSIBILIDADE 





CFT (mg EAG L-1)    
Extrato puro BB 576,75 ± 9,89a 863,25 ± 12,37b 95,06 ± 9,72c 16,48 
Extrato puro AB 178,62 ± 27,40a 191,50 ± 16,26a 3,43 ± 0,35b 1,92 
Levedura AB* 138,62 ± 1,06a 517,00 ± 16,97c 354,43 ± 18,03b 255,68 
DPPH (μmol L-1)    
Extrato puro BB 96,61 ± 7,62a 243,31 ± 14,12c 147,01 ± 3,16b 152,16 
Extrato puro AB 24,22 ± 0,91a 79,20 ± 6,46c 28,45 ± 3,28b 117,46 
Levedura AB* 146,11 ± 3,14a 647,98 ± 45,90c 344,18 ± 15,18b 235,56 
ABTS (μmol L-1)    
Extrato puro BB 2712,88 ± 16,56a 6510,31 ± 24,38
c 3945,67 ± 21,33b 145,44 
Extrato puro AB 643,70 ± 11,33a 2189,56 ± 13,72c 787,34 ± 8,45b 122,31 
Levedura AB* 4073,34 ± 
21,73a 
15754,55 ± 
45,76c 9132,63 ± 17,44
b 224,20 
BB: antes da biossorção; AB: após a biossorção. *Compostos fenólicos totais e capacidade antioxidante 
da levedura antes da biossorção foram subtraídas dos valores obtidos após a biossorção. a-c Letras 
diferentes na mesma linha representam diferença significativa a 95% (p≤0,05 – Teste de Tukey). 
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Foi verificado que após a fase gástrica, tanto as concentrações de CFT e 
capacidade antioxidante foram maiores do que os valores iniciais. Este resultado era 
esperado, pois é um processo natural que ocorre devido as transformações que os 
compostos sofrem diante da diminuição do pH e da ação das enzimas digestivas, onde 
dependendo do composto, as ligações podem ser quebradas formando estruturas 
menores. Este comportamento foi observado por Pérez-Vicente et al. (2002), que 
verificaram um aumento de antocianinas individuais do suco de romã após a fase 
gástrica, principalmente de glicosídeos de cianidina e delfinidina. 
Após a fase intestinal, tanto os extratos puros e biossorvidos sofreram 
significativa redução dos compostos fenólicos, o que é explicado pela alcalinidade a 
que são submetidos, como também a ação das enzimas pancreáticas, que alteram a 
estrutura dos compostos, afetando a solubilidade dos mesmos (KROLL et al., 2003; 
MINEKUS et al., 2014). Este resultado está de acordo com a pesquisa de Pérez-
Vicente et al. (2002) que também evidenciaram este comportamento após a fase 
intestinal. 
Koehnlein et al. (2016) avaliaram a concentração de CFT de extrato de erva-
mate após digestão in vitro, em condições semelhantes às utilizada nesta pesquisa e 
verificaram uma redução de apenas 36%. No presente estudo verificou-se uma 
redução de 83% dos compostos fenólicos. Deve-se lembrar que a natureza química 
dos compostos e matriz são fatores determinantes na biodisponibilidade dos 
compostos e que mesmo dentro de uma mesma espécie pode-se haver diferentes 
resultados dependendo da região e condições de cultivo (CORREA et al., 2017). 
Em contrapartida aos extratos puro e biossorvido, a concentração do CFT e 
capacidade antioxidante da levedura após a biossorção apresentaram um aumento 
de 155% e 135% respectivamente, após a fase intestinal. Além disso, o resultado do 
cálculo da bioacessibilidade demonstrou que por meio da biossorção, houve um 
aumento de 239% da bioacessibilidade dos compostos bioativos. Jilani et al. (2015) e 
Rubio et al. (2018), avaliaram a digestão in vitro de compostos bioativos após 
biossorção em S. cerevisiae, e verificaram aumento na bioacessibilidade de 100% e 
21,92% respectivamente. 
Dessa forma, os resultados aqui apresentados demonstram que é possível 
proteger os compostos das mudanças de pH e ações enzimáticas através da 
biossorção dos compostos bioativos utilizando uma matriz protêica (S.cerevisiae), 
assegurando que tais metabólitos secundários possam chegar à fase intestinal e 
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estarem disponíveis para posterior absorção do organismo em maior proporção do 








Foi verificado que o extrato de erva-mate apresentou um grande potencial 
bioativo e alta capacidade antioxidante, o que capacita esta matriz a ser propícia para 
aplicação na biossorção, fazendo com que um novo produto com alto valor biológico 
a partir de um resíduo como a S. cerevisiae seja elaborado. 
Os testes cinéticos demonstraram que a aplicação foi efetiva, conseguindo 
reter uma grande quantidade de compostos fenólicos na levedura, o que foi 
confirmado por análise cromatográfica, onde foi verificado que grande parte dos 
compostos identificados e quantificados ficaram retidos na célula por meio da 
biossorção. 
Observou-se também que a alteração do pH no extrato e do material 
biossorvente promoveu a melhora da capacidade biossortiva, o que é explicado pelo 
fato de que alteração na estrutura da célula facilita a retenção dos compostos, fato 
corroborado pela análise morfológica das células e também pela diferença na 
composição apontada pela análise espectroscópica. 
Por fim, a aplicação sugerida atingiu seu objetivo de promover o aumento da 
bioacessibilidade dos compostos fenólicos do extrato de erva-mate por meio da 
biossorção, uma vez que quando o extrato puro passa pelo processo gastrointestinal 
in vitro, ocorre uma grande redução dos compostos até a fase intestinal, diferente do 
que ocorreu com os compostos biossorvidos na levedura. Após a biossorção esses 
compostos chegam a fase intestinal em maiores concentrações para que possam a 




















CAPÍTULO 3: BIOSSORÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS DOS CHÁS 






O presente estudo contempla um meio inovador de melhorar a 
bioacessibilidade de compostos bioativos dos chás branco e verde os quais são 
normalmente degradados devido as condições adversas do sistema gastrointestinal 
humano. Esta aplicação está baseada na hipótese de que a associação dos extratos 
dos chás à Saccharomyces cerevisiae pelo processo de biossorção protegeria os 
compostos bioativos tornando-os mais bioacessíveis do que o extrato puro. Diferentes 
tratamentos na levedura e no extrato com alteração do pH foram testados a fim de 
avaliar se ocorreria melhora na capacidade biossortiva, o que de fato ocorreu para o 
tratamento alcalino. Análises colorimétricas demonstraram que mais de 50% dos 
compostos fenólicos de ambos os extratos ficaram biossorvidos na levedura, o que 
corroborou com os resultados obtidos pelas análises de espectrometria de massas e 
espectroscopia de infravermelho médio onde foi possível visualizar o aumento dos 
picos correspondentes aos compostos bioativos. Pela análise de microscopia 
eletrônica de varredura (MEV) ainda foi possível observar o aumento da turgidez das 
células de levedura após a biossorção. Por fim, o teste de digestão gastrointestinal in 
vitro demonstrou que a bioacessibilidade foi maior nas leveduras biossorvidas do que 








O chá branco (Camellia sinensis) é uma planta proveniente da China, 
constituída de folhas jovens muito raras (DAMIANI et al., 2014). Sua denominação é 
“branco” por consequência da alta proporção das primeiras folhas brancas peludas 
obtidas da Camellia sinensis (MAO, 2013; TENORE et al., 2013). A colheita do chá 
branco é realizada apenas uma vez ao ano no início da primavera e sua produção é 
composta apenas pela secagem, não passando pelo processo de fermentação, 
laminação ou torrefação (MAO, 2013). O chá verde também é da espécie Camellia 
sinensis, no entanto, difere-se do chá branco em sua produção, a qual as folhas 
recém-colhidas são submetidas a murchamento, posteriormente frita/cozida a vapor 
antes de modelar e secar (MAO, 2013). Tanto o chá branco quanto o chá verde são 
ricos em compostos fenólicos, principalmente os flavonóis (SONG; CHUN, 2008), que 
estão associados a inúmeros benefícios para a saúde como potencial hipoglicêmico e 
hipolipidêmico (TENORE et al, 2013; SAEED et al., 2017), anti-inflamatório e 
antimicrobiano (ZHAO; LA; GRENIER, 2013; SAEED et al., 2017), antiobesidade 
(GONDOIN et al., 2010; SAEED et al., 2017), anticancerígeno (HAJIAGHAALIPOUR 
et al., 2015; SAEED et al., 2017; ULLAH et al., 2016), antioxidante (DAMIANI et al., 
2014; SAEED et al., 2017), entre outros. 
A bioacessibilidade dos compostos fenólicos presentes nas matrizes 
alimentares deve ser considerada diante dos efeitos benéficos a saúde, uma vez que 
ela é explicada pela quantidade que um componente é disponibilizado da matriz 
alimentar para a absorção no trato gastrointestinal (HEANEY, 2001). Absorção essa 
que depende tanto das estruturas químicas dos compostos fenólicos (MANACH et al., 
2004) quanto das condições fisiológicas da digestão, as quais são responsáveis por 
diminuir o conteúdo fenólico ao longo do trato gastrointestinal (CILLA et al., 2009).  
Nesse contexto, a biossorção dos compostos fenólicos utilizando biomassa de 
Saccharomyces cerevisiae vem sendo estudada com o intuito de melhorar a 
bioacessibilidade das matrizes alimentares, já empregadas como por exemplo em chá 
verde e chá preto (JILANI et al., 2015). A S. cerevisiae tem despertado interesse 
crescente em razão da sua natureza e potencial singular de biossorção, sendo capaz 
de remover íons metálicos de soluções aquosas (FADEL et al., 2017), corantes (EL-
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GENDY et al., 2015), proteínas, esteroides e produtos farmacêuticos (FOMINA; 
GADD, 2014). 
Fundamentado nos aspectos abordados, o propósito deste estudo foi investigar 
o potencial da biomassa de Saccharomyces cerevisiae na biossorção dos compostos 
fenólicos presentes no chá branco e no chá verde, utilizando para isso testes cinéticos 
e de isotermas, bem como o seu efeito na bioacessibilidade desses compostos e da 





3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.2.1 REAGENTES  
 
 
Ácido clorídrico (HCl), hidróxido de sódio (NaOH) e cloreto de potássio (KCl) 
foram adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil). Nitrito de sódio (NaNO2), cloreto de 
sódio (NaCl), bicarbonato de sódio (NaHCO3) e cloreto de alumínio deca-hidratado 
(AlCl3.10H2O) foram obtidos / adquiridos da Dinâmica (Indaiatuba, SP, Brasil). Cloreto 
de ferro (FeCl3), Folin-Ciocalteu, 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), ácido 2,2'-Azino-
bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfônico) (ABTS), 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), 
trolox, epigalocatequina galato, cafeína, catequina, rutina (quercetina 3-O-
rutinosídeo), ácido cafêico e ácido gálico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (São 






As amostras de chá branco (Camellia sinensis) e chá verde (Camellia sinensis) 
foram obtidas em julho de 2017, no Mercado Municipal da cidade de Curitiba, PR, 
Brasil. A biomassa residual de S. cerevisiae foi coletada em março de 2017, a partir 
do processo de fermentação alcoólica da cerveja do tipo Pilsen, da microcervejaria 
Asgard localizada em Curitiba, PR, Brasil. 
 
 
3.2.3 PREPARAÇÃO DO BIOSSORVENTE 
 
 
A biomassa de S. cerevisiae foi recolhida a partir do descarte da mesma após 
completar o processo de fermentação e por isso ainda possuía em sua composição 
resíduos da produção da cerveja, que foram eliminados por meio de consecutivas 
lavagens com água ultrapura, até que não apresentasse odor característico da 
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cerveja, como também coloração escura. Após isso a biomassa foi centrifugada a 
5000 rpm por 10 minutos e liofilizada (Liotop, L101, SP, Brasil) por 72 horas, até 
obtenção da amostra seca, que foi armazenada em sacos plásticos a vácuo, sob 
refrigeração (-6 °C) até o momento das análises. 
 
 
3.2.4 TRATAMENTO QUÍMICO DA Saccharomyces cerevisiae 
 
 
Para verificar se a modificação química na levedura aumentaria a capacidade 
de biossorção, foram realizados dois tipos de modificações: ácida, utilizando solução 
de ácido clorídrico (HCl) 0,1 mol L-1 e alcalina, utilizando solução de hidróxido de sódio 
(NaOH) 0,1 mol L-1, na proporção de 5 g de levedura para 500 mL de solução 
(MATHIALAGAN; VIRARAGHAVAN, 2009). As misturas foram agitadas a 150 rpm e 
temperatura de 25 °C, em um shaker, por 24 horas. Finalizados os tratamentos, as 
suspensões foram centrifugadas a 5000 por 10 minutos e o sedimento ainda passou 
por lavagem com água ultrapura e após foram centrifugados novamente. A biomassa 
foi coletada, seca por liofilização e armazenada sob refrigeração a -6 °C. 
 
 
3.2.5 PREPARAÇÃO DO EXTRATO 
 
 
A extração dos chás branco e verde ocorreu pelo método de infusão, utilizando 
água ultrapura a 90 ºC, na proporção de 1 g de amostra para 100 mL de água. Testes 
preliminares definiram que os tempos de extração para as amostras de chá branco e 
chá verde, onde fossem extraídos o máximo de compostos fenólicos da matriz foram 
de 15 min e 25 min respectivamente. A mistura foi colocada sob agitação a 150 rpm e 
após as amostras foram filtradas em papel filtro qualitativo e armazenada sob 
refrigeração (-6ºC) até o momento das análises. 
Para avaliar se a alteração do pH dos extratos promove a melhora da 
capacidade biossortiva dos compostos fenólicos, os extratos foram modificados 
utilizando a solução de HCl (0,1 mol L-1) até chegar ao pH 3,00, como também foi 
utilizado solução de NaOH (0,1 mol L-1) até chegar ao pH 10,00, logo, obteve-se três 
91 
 
soluções de cada amostra para avaliação da cinética de biossorção (pH natural dos 
extratos (6,50 do chá branco e 5,77 do chá verde), pH 3,00 e pH 10,00). 
 
 
3.2.6 ANÁLISES COLORIMÉTRICAS PARA QUANTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS 




A quantificação dos compostos fenólicos foi realizada conforme o método 
colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965) com algumas 
modificações. As leituras foram realizadas com um espectrofotômetro (UV M51, BEL 
Engineering, Monza, MB, Itália). O ácido gálico foi utilizado em diferentes 
concentrações (0-500 mg L-1) para construir a curva de calibração. Os resultados 
foram expressos em mg EAG L-1 de extrato. (y= 0,0008x + 0,0527, R2= 0,9999). 
A determinação de flavonoides totais (FT) foi realizada de acordo com a 
metodologia adaptada de Chang et al. (2002). Os resultados foram expressos como 
miligramas equivalentes de catequina por litro de amostra (mg CE L-1), com base na 
curva de calibração da catequina. (y= 0,0029x + 0,0537, R2= 0,9926). 
A determinação da atividade antioxidante nos extratos pelo método DPPH foi 
baseado no método de Brand-Williams et al. (1995) com algumas modificações. A 
curva de calibração de Trolox foi construída com concentrações variando de 0 a 400 
μmol L-1. Os resultados foram expressos em μmol de Trolox equivalente por litro de 
extrato (μmol L-1). (y= -0,0018x + 0,7870, R2= 0,9919).  
A determinação da atividade de inibição do radical ABTS foi realizada conforme 
Re et al. (1999) com algumas modificações.  A capacidade antioxidante dos extratos 
foi apresentada como valor de μmol de Trolox equivalente por litro de extrato, 
calculado a partir de uma curva padrão com a concentração variando de 0 a 1000 
μmol L-1 de Trolox. (y= -0,0003x + 0,6293, R2= 0,9964). 
O ensaio FRAP foi feito de acordo com uma metodologia de Thaipong et al. 
(2006). O potencial redutor foi expresso em unidades de μmol de Trolox equivalente 
por litro de extrato, calculado a partir de uma curva padrão com a concentração 





3.2.7 ESTUDO DA BIOSSORÇÃO DOS COMPOSTOS FENÓLICOS 
 
 
3.2.7.1 Estudos cinéticos 
 
 
Os estudos cinéticos foram conduzidos utilizando os extratos dos chás branco 
e verde em diferentes pHs (pH natural dos extratos (6,50 do chá branco e 5,77 do chá 
verde), pH 3,00 e pH 10,00), e nas diferentes leveduras tratadas quimicamente (natural 
(controle), ácida e alcalina). As condições utilizadas foram de 100 mg de levedura para 15 
mL do extrato, colocadas sob agitação em shaker a 150 rpm, 25 ºC, sendo coletadas nos 
tempos de 2, 5, 10, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos, onde foram centrifugadas a 5000 
rpm por 30 minutos, seguindo com a análise da concentração de compostos fenólicos 
totais em solução. 
A modelagem cinética dos dados experimentais foi realizada seguindo os 
modelos matemáticos de pseudo-segunda ordem, difusão intrapartícula e Elovich.  
 
 
3.2.7.2 Estudo das isotermas 
 
 
As isotermas foram conduzidas variando a concentração inicial do extrato 
diluindo-o 5 vezes, nas mesmas condições de ensaio utilizadas no estudo cinético, 
que também definiu o tempo de equilíbrio. Foram utilizados os modelos matemáticos 
de dois parâmetros de Langmuir, Freundlich, Temkin e Jovanovic-Monolayer, e os 
modelos de três parâmetros Hill, Redlich-Peterson e Sips para descrever e avaliar o 
comportamento do processo de adsorção dos compostos fenólicos em S. cerevisiae. 
Os modelos foram ajustados na forma não linear utilizando o software Origin 7.0 
(OriginLab, Northampton, MA) (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017; 
RANGABHASHIYAM et al., 2014). 
Para identificar o modelo de melhor ajuste para os estudos de equilíbrio de 
adsorção, foram utilizados os valores do coeficiente de determinação linear (R2), do 
qui-quadrado (χ2) e da soma dos quadrados residuais (SQR). 
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3.2.8 ANÁLISE DE UPLC-QToF-MSE  
 
 
A análise para identificação e quantificação dos compostos fenólicos foram 
conduzidas utilizando um sistema Acquity UPLC H-Class (Waters Corp., Milford, USA) 
acoplado a um espectrômetro de massa quadrupolo-tempo de vôo Xevo G2-S, Waters 
Co. (Milford, USA) com ionização em electrospray (ESI), operado nos dois modos. 
A separação foi conseguida em um Acquity UPLC C18 (50 X 2,1mm, 1,7 μm) 
(Waters Corp., Dublin, Irlanda), mantido a 35 °C. A fase móvel foi composta por água 
(A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de ácido fórmico e 3 mM de formiato de 
amônia, e foi eluida no modo gradiente seguindo as condições: 0-2,50 min, 5% B; 
2,50-6,00 min, 5% para 95% B; 6,00-7,50 min, 95% B; 7,50-7,60 min, 95-5% B e 7,60-
10,00 min, 5% B. O volume de injeção foi 5 μL e a vazão foi de 0,4 mL min-1. 
Os seguintes parâmetros da fonte ESI foram adotados: tensão do capilar de 
3 kV, tensão do cone de 40 V, temperatura de dessolvatação 500 °C e temperatura 
da fonte de 150 °C. Fluxo do gás do cone de 50 L h-1, fluxo de dessolvatação de 600 
L h-1. Nitrogênio foi usado como gás do cone e de dessolvatação, e argônio como gás 
de colisão. Os dados de MS foram adquiridos na faixa de m/z 100-700 em ambos os 
modos. Os dados foram processados utilizando os softwares Masslynx versão 4.1 e 
QuanLynxTM. Formiato de sódio foi usado na calibração do MS, e leucina encefálica 
(m/z 556,2771 [M+H]+ e 554,2671 [M-H]-) como o composto de referência. 
Alguns compostos foram identificados de acordo com a precisão da massa e 
perfil da fragmentação, enquanto cafeína, catequina, rutina, ácido cafeico, ácido 
gálico, quercetina e epigalocatequina galato foram identificados pelo tempo de 
retenção. 
Para os analitos sem padrão, as amostras foram comparadas ao longo das 









3.2.9 MÉTODO DE QUANTIFICAÇÃO 
 
 
Os padrões epigalocatequina galato, cafeína, catequina, rutina (quercetina 3-
rutinosídeo), ácido cafêico e ácido gálico foram adquiridos na Sigma-Aldrich (São 
Paulo, SP, Brasil). 
Ácido cafêico e ácido gálico foram quantificados no modo negativo, enquanto 
cafeína, catequina, quercetina, rutina e epigalocatequina galato no modo positivo. 
Para garantir a confiabilidade dos resultados, os métodos nos modos positivo e 
negativo foram validados de acordo com o guia ICH Q2B (2005). 
A especificidade foi estabelecida pela presença de picos de interferência nos 
tempos de retenção dos analitos. A precisão foi medida usando triplicatas de três 
níveis de concentração para cada analito através de ensaios intra-dia e ensaios inter-
dia durante 3 dias. A precisão foi avaliada como a recuperação pelo método de adição 
padrão. A linearidade foi avaliada por valores de correlação das curvas de calibração 
em sete níveis diferentes. A faixa de quantificação foi de 400-1600 ng mL-1 para 
cafeína, galato de epigalocatequina, rutina e ácido gálico, 200-800 ng mL-1 para 
catequina e 80-320 ng mL-1 para ácido cafêico. O efeito da matriz foi testado 
comparando a curva na matriz com a solução. 
 
 
3.2.10 ANÁLISE DE INFRAVERMELHO MÉDIO COM REFLETÂNCIA TOTAL 
ATENUADA (MIR-ATR)  
 
 
A análise de MIR-ATR foi realizada com a levedura sem tratamento (controle), 
com os tratamentos ácido e alcalino e a levedura adsorvida de compostos bioativos. 
Para aquisição dos espectros foi utilizado um espectrômetro da Bomem-Hartmann & 
Braun, equipado com o acessório de ATR de diamante.  Os espectros foram obtidos 





3.2.11 ANÁLISE DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA COM 
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (MEV-EDS) 
 
 
As amostras de levedura sem tratamento (controle) e com tratamento ácido e 
alcalino, além das leveduras após a biossorção, foram metalizadas com uma liga de 
Ouro sob condições de vácuo para a sequente análise. Utilizou-se nesta análise o 
Microscópio eletrônico de varredura Carl Zeiss / EVO MA 15 equipado com detector 
de energia dispersiva - EDS Oxford X-Max de 20 mm2.  
 
 
3.2.12 DIGESTÃO SIMULADA GASTROINTESTINAL in vitro  
 
 
O teste de simulação de digestão gastrointestinal in vitro, seguiu o método 
proposto por Gawlik-Dziki et al. (2009), com pequenas modificações. Foram utilizadas 
quatro amostras diferentes no experimento: extrato antes da biossorção, extrato após 
biossorção, levedura antes da biossorção e levedura após biossorção. Também foi 
preparado um branco com água ultrapura para reduzir interferências ou uma provável 
contribuição de constituintes não-antioxidantes na capacidade antioxidante total.  
Primeiramente, o ambiente simulado da etapa gástrica foi preparado ajustando-
se o pH das amostras para 1,20 com solução de HCl 5 mol L-1 e após adicionando 30 
mL do fluido gástrico para cada 10 mL de amostra, preparado com 3,2 g L-1 de pepsina 
em solução 0,03 mol L-1 de NaCl. A mistura foi agitada a 150 rpm durante 120 min sob 
proteção da luz. Posteriormente, para a etapa que simula o ambiente intestinal, 
ajustou-se o pH para 6,00 adicionando solução de NaHCO3 1 mol L-1. Em seguida, 
foram adicionados 5 mL de NaCl 120 mmol L-1, 5 mL de KCl mmol L-1 e 30 mL de 
fluido intestinal preparado pela dissolução de 0.05 g de pancreatina e 0.3 g de sais 
biliares para cada 35 mL de solução de NaHCO3 0,1 mol L-1. A mistura final foi levada 
para agitação sob as mesmas condições citadas anteriormente, durante 60 min. 
Finalmente, as soluções foram centrifugadas a 6000 rpm durante 10 min e em 




As porcentagens de bioacessibilidade foram calculadas pela Equação 1, onde 
BF é o valor da fração bioacessível de cada método (após digestão intestinal); TC é a 
concentração inicial de cada método (CFT, DPPH e ABTS) antes da digestão (VELDE 
et al., 2018). 
 
  (1) 
 
 
3.2.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
As análises de compostos bioativos (CFT, FTC, DPPH, ABTS e FRAP) dos 
extratos puros, biossorvidos e das fases de digestão gastrointestinal in vitro foram 
realizadas em triplicata. Os dados obtidos são apresentados como média ± desvio 
padrão. A análise dos dados foi realizada por meio de uma análise de variância 
(ANOVA), seguida do teste de Tukey, para determinar as diferenças significativas 






3.3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 
3.3.1 ANÁLISES DE COMPOSTOS BIOATIVOS 
 
 
Ao analisar a concentração de CFT do extrato de chá branco alcalino foi obtida 
uma concentração de 913,00 ± 0,75 mg EAG L-1. Venditti et al. (2010) obtiveram uma 
concentração de CFT de aproximadamente 6,5 mM EAG L-1 (equivalente a 1222,85 
mg EAG L-1) em seu estudo para o chá branco sob condições semelhantes a esta 
pesquisa. Damiani et al. (2014) avaliaram diversos tipos de chá branco em extrações 
com água quente e obtiveram como melhor resultado para CFT uma concentração de 
4,02 ± 0,68 mmol EAG L-1 (equivalente a 756,28 ± 0,68 mg EAG L-1). Em contrapartida, 
Pérez-Burillo et al. (2018) apresentaram em seu estudo um resultado mais próximo a 
presente pesquisa, cuja concentração de CFT foi de 885,00 ± 64,00 mg EAG L-1. 
As catequinas (Flavan-3-ols) compõem até 30% do peso seco das folhas de 
chá, estando presentes em concentrações mais elevadas no chá branco (TENORE et 
al., 2013). No presente estudo, a concentração de FT obtida para o chá branco foi de 
336,98 ± 0,40 mg CE L-1. Resultado este que se assemelhou ao relatado por Damiani 
et al. (2014), os quais obtiveram uma concentração de FT de 1.80 ± 0.18 mmol CE L-
1 (correspondente a 338,63 ± 0,18 mg CE L-1). 
Ao avaliar a capacidade antioxidante do extrato de chá branco encontrou-se 
uma concentração de 3035,11 ± 24,71 μmol L-1 para o método de ABTS, 4842,78 ± 
7,56 μmol L-1 para o método de FRAP e 60,00 ± 3,08 μmol L-1 para o método de DPPH. 
Venditti et al. (2010) e Damiani et al. (2014) apresentaram em seus respectivos 
estudos uma capacidade antioxidante para o método ABTS de aproximadamente 
17,10 ± 1,70 mmol L-1 (correspondente a 17100,00 μmol L-1). Já Pérez-Burillo et al. 
(2018) obtiveram para amostras comerciais uma capacidade antioxidante de 3,70 ± 
0,30 mmol L-1 (equivalente a 3700 ± 0,30 μmol L-1) para o método ABTS e 2,80 ± 0,10 
mmol L-1 (análogo a 2800 ± 0,10 μmol L-1) para o método de FRAP.  
Na análise da concentração de CFT do extrato de chá verde alcalino, foi obtida 
uma concentração de 607,00 ± 1,56 mg EAG L-1. Este resultado apresentou-se inferior 
aos obtidos por Venditti et al. (2010) e Pérez-Burillo et al. (2018), os quais relataram 
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uma concentração de CFT de aproximadamente 5,00 mM EAG L-1 (correspondente a 
940,65 mg EAG L-1) e 1043,00 ± 5,00 mg EAG L-1, respectivamente. 
Ao determinar a concentração de flavonoides totais, o chá verde apresentou 
uma concentração de 298,87 ± 0,69 mg CE L-1. Valor que corrobora com o estudo de 
Liu et al. (2018a), para diferentes condições de temperatura, tempo, relação água/chá 
e tamanho de partícula na composição fitoquímica e atividade antioxidante em 
infusões de chá verde, cujas concentrações de FT se apresentaram de 90,00 a 
1110,00 mg CE L-1. 
Na avaliação da capacidade antioxidante do extrato de chá verde, encontrou-
se uma concentração de 57,70 ± 6,23 μmol L-1 para o método de DPPH, 2646,66 ± 
12,77 μmol L-1 para o método de ABTS e 3188,364 ± 8,74 μmol L-1 para o método de 
FRAP. Kusmita, Puspitaningrum e Limantara (2015), obtiveram em seu estudo uma 
capacidade antioxidante para o método DPPH de 250,00 ± 0,21 mg L-1 (equivalente a 
998,8 ± 0,21 μmol L-1). Em contrapartida, Venditti et al. (2010) apresentaram uma 
capacidade antioxidante para o método ABTS de aproximadamente 12,50 ± 1,70 
mmol L-1 (correspondente a 12500,00 μmol L-1). Já Pérez-Burillo et al. (2018), 
apresentou uma capacidade antioxidante de 6,00 ± 0,20 mmol L-1 (equivalente a 
6000,00 ± 0,20 μmol L-1) para o método ABTS e 3,80 ± 0,20 mmol L-1 (análogo a 
3800,00 ± 0,20 μmol L-1) para o método de FRAP.  
As literaturas apresentaram para o chá verde uma capacidade antioxidante 
superior ao apresentado em nossa pesquisa e relataram que o chá verde fornece uma 
maior capacidade antioxidante do que o chá branco. Resultado este, divergente ao 
apresentado em nosso estudo, o qual o chá branco demonstrou-se superior ao chá 
verde tanto para as concentrações de CFT e FT, quanto para a capacidade 
antioxidante. Essas diferenças entre os dados obtidos, tanto para o chá branco quanto 
para o chá verde, são consequentes do tipo de cultivar, grau, área geográfica e o 
método de preparação do chá, posto que todas essas condições auxiliam juntas e de 
modos divergentes para as características especificas de cada chá (VENDITTI et al., 







3.3.2 ESTUDO DE BIOSSORÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS 
 
 
A capacidade de biossorção de compostos fenólicos dos chás branco e verde 
foram avaliadas por estudos cinéticos variando as condições de pH dos extratos como 
também as diferentes leveduras tratadas quimicamente (Tabela 3.1). 
Verificou-se que em ambos os chás a condição onde houve a melhor 
capacidade de biossorção foi utilizando a levedura alcalina e com os extratos 
modificados quimicamente para pH 10,00. Chegou-se a esta conclusão após ser 
avaliado o parâmetro correspondente a capacidade de biossorção (qe) do modelo 
cinético que melhor representou os resultados, o de pseudo-segunda ordem, sendo 
qe= 7,07 mg g-1 para a amostra de chá branco e qe= 6,22 mg g-1 para o chá verde, 
valores próximos ao qeexp obtidos nesta pesquisa. Também foi possível determinar o 
tempo de equilíbrio, que foi utilizado no estudo das isotermas, onde para ambas as 
amostras obteve-se o tempo de 120 minutos. 
Thippeswamy, Shiivakumar e Krishnappa (2014) realizaram um estudo de 
biossorção de metais pesados em S. cerevisiae e verificaram que a estrutura celular 
da levedura, sobretudo a parede celular, possibilita um fácil acesso dos metais devido 
ao mecanismo de troca iônica. Os mesmos autores avaliaram ainda se a modificação 
do pH promoveria a melhora da adsorção, o que segundo eles, para esta aplicação 
não foi vantajosa devido os metais pesados competirem pelos mesmos sítios de 
ligação quando ocorre esta modificação química. Em contrapartida, o presente estudo 
de biossorção verificou que esta modificação era necessária, uma vez que os extratos 
ricos em compostos fenólicos seriam adsorvidos mais facilmente por meio de uma 
alteração na estrutura que foi promovido pela alteração de pH. 
Por meio das análises de isotermas foi possível ajustar os resultados aos 
modelos de adsorção conforme demonstrado na Tabela 3.2. Valores próximos foram 
obtidos de ambos os chás branco e verde, no entanto foi verificado por meio do 
coeficiente de determinação linear (R2), do qui-quadrado (χ2) e da soma dos 
quadrados residuais (SQR) que o modelo que se ajustou melhor aos dados do chá 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































TABELA 3.2. PARÂMETROS DAS ISOTERMAS APLICADAS À LEVEDURA ALCALINA 
BIOSSORVIDAS COM EXTRATO DOS CHÁS BRANCO E VERDE A PH= 10,00 
 Chá Branco Chá Verde 
Modelos de 2 parâmetros 
Langmuir   
qe (mg g-1) 24,63 37,03 
K (L mg-1) 0,01 0,01 
RL 0,12 0,21 
R2 0,95 0,96 
χ2 1,84 3,01 
SQR 5,52 9,05 
Freundlich   
K (L g-1) 2,38 3,33 
nF 2,89 2,63 
R2 0,96 0,97 
χ2 1,25 1,63 
SQR 3,76 4,90 
Temkin   
bT (kJ mol-1) 5,01 x10-3 7,83 x10-3 
K (L mg-1) 0,11 0,14 
R2 0,98 0,97 
χ2 0,78 2,28 
SQR 2,35 6,84 
Jovanovic-Monolayer   
qe (mg g-1) 20,79 30,37 
K (L mg-1) 0,009 0,01 
R2 0,88 0,91 
χ2 4,80 6,24 
SQR 14,42 18,73 
Modelos de 3 parâmetros 
Hill   
qe (mg g-1) 38,17 68,90 
K (L mg-1) 32,97 33,15 
nH 0,58 0,56 
R2 0,97 0,97 
χ2 1,23 1,93 
SQR 2,46 3,87 
Redlich-Peterson   
KRD1 (L g-1) 0,51 1,41 
KRD2 (L mg-1) 0,08 0,23 
RD 0,78 0,71 
R2 0,97 0,97 
χ2 1,04 2,15 
SQR 2,08 4,30 
Sips   
KS (L g-1) 1,15 1,12 
KSS (L mg-1) 0,03 0,03 
S 0,58 0,56 
R2 0,97 0,97 
χ2 1,23 1,93 
SQR 2,46 3,87 
qe: capacidade de sorção no equilíbrio; K: constante empírica referente a cada modelo, relacionado a 
capacidade de adsorção do adsorvente; RL: fator de separação; nF: constante empírica de Freundlich 
que representa a intensidade da adsorção; bT: constante de Temkin relacionada ao calor de adsorção; 
nH: constante empírica de Hill que representa a intensidade da adsorção; KRD1 e KRD2: constantes de 
Redlich-Peterson; RD: expoente da isoterma de Redlich-Peterson; KS e KSS: constantes de Sips; S: 




Conclusões importantes foram obtidas pelo modelo de Langmuir, onde foi verificado 
pelo fator de separação (RL) que a adsorção ocorreu de forma favorável para as duas 
amostras, representando que este parâmetro ficou entre os valores de 0 a 1 (0,12 no 
chá branco e 0,21 no chá verde). Este mesmo fato foi observado na isoterma de 
Freundlich, onde o parâmetro da constante empírica que representa a intensidade de 
adsorção ficou entre 1 e 10 (2,89 no chá branco e 2,63 no chá verde), o que demonstra 
que a adsorção foi favorável (DELLE-SITE, 2001). O modelo de Freundlich se aplica 
à superfícies heterogêneas, sistemas não ideais e possível adsorção multicamada 
(MCKAY, 1995). 
Por meio da isoterma de Temkin foi possível verificar que adsorção que ocorreu 
para ambos os chás foi por mecanismo físico e exotérmico, devido ao calor de 
adsorção obtido pelo parâmetro bT ter apresentado valor positivo e menor que 8 kJ 
mol-1 (5,01 x10-3 no chá branco e 7,83 x10-3 no chá verde) (STAFUSSA et al., 2016; 
ARAÚJO et al., 2018). Para estes valores de calor de adsorção obtidos é relacionado 
que ligações fracas como a de Van der Waals são realizadas entre o adsorvato e 
adsorvente e por isso este processo é associado a baixas energias de adsorção 
(ARAÚJO et al., 2018). 
 
 




Diversos compostos foram identificados por espectrometria de massas nos 
extratos alcalinos dos chás branco e verde antes da biossorção (Tabela 3.3). Entre os 
compostos identificados destacam-se os de maior intensidade no modo negativo o 
ácido clorogênico (TR= 1,23 min), ácido gálico (TR= 0,56 min), ácido galoilquínico 
(TR= 0,53 min), ácido quínico (TR= 0,33 min) e ácido dicafeoilquínico (TR=4,46 min), 
sendo este último identificado apenas na amostra de chá branco. No modo positivo 
destacaram-se em ambas as amostras a presença de cafeína (TR= 2,72 min), 
kaempferol (TR= 4,34 min), epigalocatequina galato (TR= 4,05 min), rutina (TR=4,30 
min) e teobromina (TR= 0,85 min). Os compostos identificados já foram relatados 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































As Figuras 3.1 e 3.2 demonstram a diferença entre os cromatogramas de antes 
e depois da biossorção. É importante salientar que houve substancial redução dos 
picos após a biossorção, o que comprova que grande parte dos compostos ficaram 
biossorvidos nas células.  
 
FIGURA 3.1 - ESPECTROS DE MASSAS DOS EXTRATOS DE CHÁ BRANCO ANTES DA 
BIOSSORÇÃO (WAB) E APÓS A BIOSSORÇÃO (WBB) NOS MODOS (A) POSITIVO 
E (B) NEGATIVO 
 
 










FIGURA 3.2. ESPECTROS DE MASSAS DOS EXTRATOS DE CHÁ BRANCO ANTES DA 
BIOSSORÇÃO (GBB) E APÓS A BIOSSORÇÃO (GAB) NOS MODOS (A) POSITIVO 
E (B) NEGATIVO 
 
FONTE: o autor (2019). 
 
 
Por meio da quantificação dos compostos foi possível verificar a concentração 
de cafeína de 34,27 mg g-1 no chá branco e 35,71 mg g-1 no chá verde, sendo este o 
composto de maior concentração em ambas as amostras. Os extratos após a 
biossorção apresentaram as concentrações de cafeína de 30,56 mg g-1 e 33,58 mg g-
1 para os chás branco e verde respectivamente. A alta concentração de cafeína já era 
esperada, estando de acordo com outros autores como Zhao et al. (2011) que 
encontraram as concentrações de 43,08 mg g-1 para o chá branco e 29,84 mg g-1 para 
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o chá verde, e Lin, Xia e Liu (2017) que encontraram uma concentração de 40,40 mg 
g-1 de cafeína no chá branco. 
Rutina apresentou uma concentração de 4,43 mg g-1 no chá branco e 1,01 mg 
g-1 no chá verde antes da biossorção e após apresentou uma concentração de 0,14 
mg g-1 e 0,47 mg g-1 respectivamente, o que representou uma redução de 96% da 
rutina no chá branco após a biossorção e de 52% do chá verde.  
Outros importantes compostos foram quantificados nos extratos de chá branco 
e verde como a catequina (0,41 mg g-1 e 0,81 mg g-1), epigalocatequina galato (0,53 
mg g-1 e 19,56 mg L-1), ácido gálico (0,56 mg L-1 e 1,91 mg g-1) e ácido cafêico (0,01 
mg g-1 e 0,01 mg g-1). Estes compostos não apresentaram concentração significativa 
após a biossorção, representando que os mesmos ficaram biossorvidos na matriz 
biossorvente, confirmando a eficiência da aplicação. 
Entre os compostos quantificados destacam-se os pertencentes ao grupo das 
catequinas (catequina e epigalocatequina galato) que são os principais responsáveis 
pela bioatividade nos chás e por isso são o principal foco dos estudos. Tenore et al. 
(2013) destacaram as catequinas encontradas no chá branco como responsáveis 
pelos efeitos hipoglicêmicos e hipolipidêmicos em células de carcinoma hepático 
hepatocelular humano. 
A epigalocatequina galato é um dos compostos mais importantes e abundantes 
dos chás derivados da Camellia sinensis. Zhao et al. (2011) encontraram as 
concentrações de 169,76 mg g-1 e 144,21 mg g-1 para os branco e verde 
respectivamente, valores que corresponderam a mais do que o dobro de qualquer 
outro composto quantificado. No entanto estes valores são bastantes variáveis de 
acordo com a matriz analisada. Lin, Xia e Liu (2017) encontraram a concentração de 
44,59 mg g-1 para o chá branco e Tenore et al. (2015) encontraram as concentrações 













Como mostrado na Figura 3.3, os espectros obtidos por MIR-ATR na faixa entre 
4000 cm-1 e 400 cm-1, contém informações sobre as ligações moleculares, o que 
permite observar se após a biossorção houveram modificações na composição, 
comparando a estrutura da amostra de levedura controle tratada com NaOH e 
leveduras biossorvidas com os chás branco e verde. 
 
 
FIGURA 3.3. ESPECTRO DAS LEVEDURAS ALCALINA E ALCALINA BIOSSORVIDA DO EXTRATO 
DE CHÁ BRANCO E VERDE 
 
FONTE: o autor (2019). 
 
 
Foi possível observar pelos espectros (Figura 3.3) que após a biossorção, as 
bandas de absorção tiveram um grande aumento, sendo a amostra de chá verde a 
que teve maior diferença em relação a levedura controle. Isto representa que também 
nesta análise foi possível confirmar que a biossorção de fato ocorreu. 
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Ao que diz respeito às bandas de absorção da composição da levedura, 
Galichet et al. (2001) e Adt et al. (2010) que avaliaram a S. cerevisiae por 
espectroscopia, verificaram que a região entre 700 à 900 cm-1 é representado 
principalmente por polissacarídeos, sobretudo os que compõem a parede celular das 
leveduras como as mananas, α e β glucanas. Além disso, a região entre 900 à 1200 
cm-1 é composta por uma mistura de proteínas, ácidos nucléicos, polissacarídeos e 
ácidos graxos. Já as regiões entre 1200 à 1500 cm-1, 1500 à 1750 cm-1 e 2800 à 3000 
cm-1 são representadas por proteínas, lipídeos e ácidos graxos respectivamente. 
As diferenças após a biossorção ocasionadas pelos extratos de chás puderam 
ser verificadas na intensa banda de 3291 cm-1, que segundo a análise do extrato de 
C. sinensis realizada por Balaji et al. (2014) pode corresponder ao estiramento de O-
H de compostos fenólicos e ácidos carboxílicos, como também a presença de 
compostos aromáticos. 
A região próxima à 1641 cm-1 apresentou grande diferença na intensidade após 
a biossorção e segundo Senthilkumar et al. (2017) que avaliaram extratos de chá 
verde, esta região representa o estiramento de C=O provenientes principalmente de 
flavonoides, o que explica o comportamento obtido após biossorção. No mesmo 
estudo foi verificado que a região próxima à 1038 cm-1 é complexa e pode representar 
o estiramento dos grupos funcionais dos álcoois primários e secundários, ésteres, 
ácidos carboxílicos e aminas (SENTHILKUMAR et al., 2017). Esta composição pode 
ter sido influenciada por possíveis resíduos alcoólicos provenientes da fabricação da 
cerveja. 
O aumento de outras bandas de menor intensidade como 1538 cm-1 pode ser 
explicado pelo estiramento do grupamento aromático de C=C e 1236 cm-1 pela 




3.3.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA COM ESPECTROSCOPIA 
DE ENERGIA DISPERSIVA (MEV-EDS) 
 
 
Para que diferenças na morfologia das células fossem verificadas, a análise de 
microscopia eletrônica de varredura foi realizada nas amostras de levedura sem 
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tratamento químico (controle), com tratamento alcalino e após a biossorção dos chás 
branco e verde (Figura 3.4). 
 
 
FIGURA 3.4. IMAGENS DE MEV COM APROXIMAÇÃO DE 9.00 KX PARA (A) LEVEDURA 
CONTROLE; (B) LEVEDURA COM TRATAMENTO ALCALINO; (C) LEVEDURA COM 
TRATAMENTO ALCALINO BIOSSORVIDA COM EXTRATO DE CHÁ BRANCO COM 
PH 10,00; E (D) LEVEDURA COM TRATAMENTO ALCALINO BIOSSORVIDA COM 
EXTRATO DE CHÁ VERDE COM PH 10,00 
 
FONTE: o autor (2019). 
 
 
Foi possível visualizar que a levedura controle (Figura 3.4a) apresentou um 
aspecto mais integro e com superfície mais lisa em relação as demais amostras, no 
entanto está com aspecto plasmolisado (murcho), diferente das demais onde as 
células demonstraram aspecto túrgido. Na Figura 3.4b percebeu-se que a estrutura 
das células após tratamento alcalino promoveu danificação nas mesmas o que 
aumentou as rugosidades. Este efeito a fim de aplicação na biossorção é considerado 
benéfico, uma vez que este tipo de estrutura colabora com a entrada e ligação dos 
compostos bioativos nos entremeios das células (CHEN; WANG, 2008). 
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Pela análise de espectroscopia de energia dispersiva observou-se que os 
elementos mais abundantes na estrutura da levedura controle foram carbono (C), 
oxigênio (O), fósforo (P) e potássio (K), o que corrobora com os resultados de 
Thippeswamy, Shiivakumar e Krishnappa (2014) que apresentaram valores próximos 
aos obtidos neste estudo.  
Nas Figuras 3.4c e 3.4d foi possível notar que as células se apresentaram ainda 
mais túrgidas que a amostra não biossorvida (Figura 3.4b), o que é um indício de que 
a biossorção realmente foi efetiva. Este efeito pode ser melhor avaliado pela análise 
de EDS, como demonstrado na Tabela 3.4, onde foi possível verificar que as amostras 
de levedura alcalina biossorvida de chá branco e verde possuíram maiores valores de 
carbono e oxigênio o que indica que os compostos fenólicos estavam biossorvidos na 
célula, uma vez que estes elementos basicamente compõem a estrutura dos 
polifenóis, junto com hidrogênio. 
 
 
TABELA 3.4. COMPOSIÇÃO ELEMENTAR DAS LEVEDURAS ANALISADAS POR 
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA 
Elementos C N O Mg Na P Cl K 
Controle 51,02 - 44,33 0,33 - 2,48 - 1,84 
Alcalina 50,77 - 45,04 - 1,53 1,26 - 1,40 
Chá branco biossorvido 53,70 - 45,65 - 0,34 - - 0,31 
Chá verde biossorvido 52,68 0,92 45,74 - 0,30 0,22 - 0,14 
C: carbono; N: nitrogênio; O: oxigênio; Mg: magnésio; Na: sódio; P: fósforo; Cl: cloro; K: potássio. 
 
 
A camada externa da S. cerevisiae representada principalmente pela camada 
de mananoproteínas influenciam a carga elétrica global, como também a 
hidrofobicidade e porosidade das paredes das macromoléculas (THIPPESWAMY; 
SHIIVAKUMAR; KRISHNAPPA, 2014). Sabe-se que a presença de macromoléculas 
permitem que as células de levedura exibam grupos funcionais que podem interagir 
com outros elementos, no entanto devido a hidrofobicidade faz com que no estudo de 
biossorção quando utiliza-se um extrato aquoso a ligação dos compostos com a célula 
é dificultada e por isso a modificação do pH faz com que a estrutura seja alterada de 
tal forma que os compostos possam aderir as células mais facilmente, o que fica 
visível até mesmo por análise de MEV-EDS. 
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3.3.6 ESTUDO DA DIGESTÃO SIMULADA in vitro 
 
 
Para que houvesse uma comparação entre a bioacessibilidade das amostras 
de extratos de chás branco e verde puras com a suspensão de levedura biossorvidas, 
foi realizado o teste simulado de digestão gastrointestinal in vitro, levando em conta 
as etapas gástrica e intestinal, onde os valores obtidos para cada etapa estão 
representados na Tabela 3.5. 
Foi possível verificar que para ambos os chás, houve um aumento das 
concentrações de compostos fenólicos e capacidade antioxidante na etapa gástrica. 
Este comportamento foi descrito por outros autores que realizaram a análise de 
digestão in vitro como Thomas-Valdés et al. (2019), Czubinski et al. (2019) e Caicedo-
Lopez et al. (2019). 
 Este comportamento pode ter ocorrido devido a exposição dos compostos ao 
pH ácido da solução gástrica (pH=1,20), o que pode ter feito com que as enzimas 
digestivas em conjunto com o baixo pH tenha ocasionado a quebra das ligações dos 
compostos bioativos, resultando em estruturas menores. Este comportamento foi 
observado também por Lucas-González et al. (2018) que avaliaram co-produtos do 
caqui e explicaram que além da quebra das estruturas dos compostos bioativos, 
outros nutrientes como fibras, proteínas e carboidratos também podem ter sofrido 
alteração na estrutura, colaborando com o aumento dos compostos fenólicos 
remanescentes da matriz alimentar. 
Nos valores encontrados nas frações de compostos fenólicos e capacidade 
antioxidantes da etapa intestinal, verificou-se uma grande redução em comparação 
com os valores iniciais (antes da digestão). Este comportamento também já era 
esperado, uma vez que a variação de pHs (1,20 para 6,00), como também a ação das 
enzimas promove a degradação de boa parte dos compostos ao longo deste processo 
digestivo. Contudo, observou-se pela concentração de CFT que a redução até a etapa 
intestinal das amostras de extratos dos chás branco e verde puros (81% e 87% 
respectivamente) ainda foram menores em relação à suspensão de levedura 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Esta redução das concentrações de CFT entre as etapas gástricas e intestinais 
depende diretamente da composição dos compostos da matriz alimentar em questão. 
Jilani et al. (2015) relaciona que os as catequinas galatadas, como epigalocatequina 
galato, catequina galato, epicatequina galato, são ligeiramente mais resistentes do 
que os demais compostos. Thomas-Valdés et al. (2019) ao analisarem amostras de 
morangos vermelhos chilenos, identificaram uma gama de aproximadamente 20 
diferentes flavonoides e após avaliação de digestão in vitro apresentaram uma 
redução de 43% na etapa intestinal. Demonstrada também como uma fonte 
abundante de flavonoides, as sementes de tremoço (Lupinus L.) avaliadas por 
Czubinski et al. (2019), apresentaram uma redução após a fase intestinal do teste de 
digestão in vitro entre 25-56% para diferentes espécies desta leguminosa. 
Oliveira et al. (2019) ao avaliarem a bioacessibilidade dos flavonoides de 
extratos de bagaços de uva por meio da biossorção em S. cerevisiae verificaram um 
aumento de 68% para o bagaço de uva Merlot e de 88% para o bagaço de uva Tannat 
após a fase de digestão intestinal. Este resultado corrobora com os obtidos na 








A S. cerevisiae recuperada dos resíduos industriais da indústria cervejeira 
demonstrou ser um efetivo material biossorvente dos extratos ricos em compostos 
bioativos chá branco e verde, e ainda que o tratamento alcalino melhorou a 
capacidade de biossorção. 
A viabilidade e efetividade da utilização deste material foi demonstrada pelas 
análises colorimétricas, além de ter sido possível verificar as diferenças na 
composição química e física após a biossorção por meio das análises 
espectroscópicas e espectrométricas. 
Sendo o aumento da bioacessibilidade dos compostos bioativos dos extratos 
de chás o principal objetivo desta pesquisa, verificou-se que os resultados foram 
satisfatórios, uma vez que a levedura biossorvidas apresentou maior bioacessibilidade 
que o extrato puro dos chás, visto pelo teste de digestão in vitro. 
Um longo caminho ainda deve ser percorrido até que esta aplicação seja 
avaliada por outros métodos, como a bioacessibilidade in vivo, no entanto deve-se 
levar em conta que vários métodos foram utilizados nesta pesquisa demonstrando que 
é possível utilizar um resíduo de levedura que atualmente é usado em poucas 
finalidades e agregar valor a ele protegendo compostos bioativos da  ação do 











Por meio dos estudos que envolveram a elaboração do presente trabalho, foi 
possível obter contribuições significativas na área de biossorção de compostos 
bioativos. 
Por esta aplicação ser nova e ter poucos trabalhos que a abordem, sabe-se 
que ainda existem outras técnicas para serem exploradas a fim de clarificar ainda mais 
o processo de biossorção de compostos bioativos e os mecanismos que o envolvem. 
No CAPÍTULO 1 foi possível fazer um levantamento dos trabalhos existentes 
nesta área, como também acompanhar o avanço desta aplicação ao longo dos últimos 
anos. A estrutura celular da levedura e os principais compostos bioativos dos extratos 
de plantas foram levados em consideração para que fosse realizado um levantamento 
com os principais métodos que poderiam melhorar a capacidade biossortiva, 
promovendo a proteção dos compostos a fim de chegar no principal objetivo desta 
aplicação, que é a melhora da bioacessibilidade. 
A fim de explorar a capacidade biossortiva da levedura recuperada da etapa 
de fermentação do processamento de cerveja, esta aplicação foi testada no 
CAPÍTULO 2 utilizando os compostos fenólicos do extrato de erva-mate e no 
CAPÍTULO 3 utilizando os extratos de chás branco e verde. Foi possível obter um 
bom percentual de biossorção dos compostos fenólicos, principalmente após ser 
realizado a modificação química na levedura e extratos. 
Sabe-se que a modificação química não é a mais adequada para utilizar em 
um produto que teria o objetivo de consumo humano, contudo as pesquisas 
demonstraram que é mais eficiente do que os métodos de modificação física. Sugere-
se que em pesquisas futuras seja aprimorado os métodos físicos para que cheguem 
à capacidade de biossorção dos métodos químicos. Isto tornaria esta aplicação mais 
ambientalmente correta, mais barata e simples de ser efetuada. 
Ainda no segundo e terceiro capítulos foi possível confirmar por diferentes 
métodos que a biossorção de fato ocorreu e que por meio do teste de digestão 
gastrointestinal in vitro, os compostos fenólicos apresentaram uma maior 
bioacessibilidade por meio da biossorção do que no extrato puro. Isto demonstra que 
esta aplicação é de grande valor científico, sendo que a bioacessibilidade dos 
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compostos bioativos é uma recorrente problemática onde diversas pesquisas tentam 
buscar novos métodos para que o aumento da bioacessibilidade seja alcançado. 
Por fim, é sugerido que, para estudos futuros deva-se estabelecer um método 
padrão para limpeza da levedura recuperada, uma vez que o tipo da cerveja influência 
nos resíduos que devem ser retirados para que se evite alterações nas análises. Desta 
forma pode-se seguir com testes em escala piloto, ajustando as condições de 
operação, no caso de uma produção em escala industrial. Caso esta aplicação fosse 
levada para comercialização para o consumo humano, deve-se garantir total 
inocuidade do produto e ainda, uma pesquisa de mercado deve verificar a aceitação 
do público, podendo ser testado como um concentrado proteico enriquecido com os 
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